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EinfluB der Reaktion auf die Wirkung des Trypsins. 
I. Mitteilung. 


Von 


W. E. Ringer. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Laboratorium fir physiologische Chemie der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Juli 1921.) 


Es war schon bald nach der Entdeckung des Trypsins 
beobachtet, da8 dessen Wirkung auf EKiweiB oder Spaltprodukte 
von Kiwei8, von Alkalien oder alkalischen Salzen beschleunigt, 
von Siuren, besonders von den starken Mineralsduren, stark 
oder ginzlich gehemmt werden kann. Die Menge des Alkalis 
aber, die die Wirkung am stirksten fordert, wurde von den 
verschiedenen Forschern sehr verschieden gefunden. Man fand 
ferner, daB die schidliche Wirkung der Sauren von Galle und 
von gallensauren Salzen beseitigt werden kann und die Galle 
und deren Salze schienen somit férdernd auf die Trypsin- 
spaltungen zu wirken. Auch Eiweifstoffe kénnen den EHinflub 
von Siure mehr oder weniger aufheben und von EiweiBstoffen 
wird auch das Trypsin gegen die Zerstérung durch Alkali bis 
zu einem gewissen Grade geschiitzt. 

Die Alteren Angaben iiber den EinfiuB von Alkalien, 
Sauren, Salzen, EiweiB, Galle usw. waren, wie schon gesagt, 
sehr wenig iibersichtlich und zum Teil recht strittig. Und es 
war denn auch ein sehr gro8er Fortschritt, als 8. P. L. Séren- 
sen vor etwa 12 Jahren auf die maBgebende Bedeutung der 
Ionen des Wassers fiir die Wirkung der hydrolysierenden 
Enzyme hinwies.‘) Dadurch wurden mit einem Schlage die 





1) ©. R. des Travaux du Laboratoire de Carlsberg. 8 me Volume. 
1909. Sur la mesure et l’importance de la concentration des ions hydro- 
géne dans les reactions enzymatiques. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 
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vielen Strittigkeiten in den Alteren Angaben von einem Ge- 
sichtspunkte aus erklirlich und die Forschung nach dem Kin- 
flu8 der Reaktion wurde in neue Bahnen geleitet. Es kam 
jetzt darauf an, nicht die Menge der Saéure oder des Alkalis, 
sondern die Konzentration der H-lonen und somit der 
OH-Ionen zu messen. Und wenn man eine begiinstigende 
Wirkung von Galle oder von bestimmten Salzen auf die enzy- 
matischen Spaltungen fand, so erhob sich die Frage, ob dieser 
Kinflu8 nicht vielleicht einer Anderung der Reaktion zuzu- 
schreiben wire. 

Sérensen selbst hat den Hinflu8 der Reaktion auf die 
Wirkung von Invertin, Katalase und Pepsin studiert. Mit 
Trypsinwirkung hat er sich auch schon beschiftigt und es 
schien sogar, als ob eben diese Wirkung fiir die Untersuchung 
besonders geeignet wire. Der Fortschritt der KiweiBspaltung 
laBt sich doch mittels der von Sérensen ausgearbeiteten 
Formoltitration sehr genau bestimmen. Aber demgegeniiber 
stand der Nachteil, daB bei den von T'rypsin bewirkten Spal- 
tungen so viele Peptidbindungen gelést wurden, daB dadurch 
ein grober KinfluB auf die Reaktion ausgeiibt wird. Und 
durch Zugabe von Puffern in gréBeren Konzentrationen wiirde 
die Formoltitration in hohem Grade erschwert oder alsbald 
unméglich werden. Die Untersuchung nach der Bedeutung 
der Reaktion fiir die Enzymwirkungen wurde aber von vielen 
Forschern fortgesetzt und besonders Leonor Michaelis und 
seinen Mitarbeitern verdanken wir viele Arbeiten auf diesem 
(sebiete. 

L. Michaelis und H. Davidsohn haben schon 1910 die 
Kigenschaften des Trypsins studiert.') Sie bestimmten den iso- 
elektrischen Punkt und das Flockungsoptimum und verwendeten 
fir ihre Untersuchung Pankreatinum purissimum Rhenania 
In Acetat-Essigsiuremischungen wurde der isoelektrische Punkt 
auf 1,35 x 107-4 gefunden, also p;; = 3,87. In Lactat-Milch- 
siuremischungen ergab sich fiir diesen Punkt Cy =1 bis 
2x 107%, also py =4 bis 3,70. Und fir das Flockungs- 
optimum wurde 2,6 x 10-4 oder py = 3,59 gefunden, und 





1) Biochem. Zs. Bd. 30, S. 481 (1911). 
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zwar in Lactat- und Acetatmischungen. Sie haben sich sodann 
mit der Reindarstellung des Trypsins bemiiht. Dazu wurde einer 
Lésung des Pankreatinums die optimale Flockungsreaktion ver- 
lichen und die Flockung durch nochmaliges Umfillen weiter 
gereinigt. Dieses Praparat gab KiweiBreaktionen, nicht aber 
die Biuretreaktion. Es enthalt mehr als 50°/, der Wirksam- 
keit des Pankreatinums, aber weniger als den zehnten Teil 
der Trockensubstanz dieses Produktes. Michaelis und 
Davidsohn halten dieses gereinigte Trypsin fiir identisch mit 
dem «-Nucleoproteid des Pankreas, wie es Hammarsten dar- 
stellte. Aus dem @-Nucleoproteid kann sich durch Erhitzung 
oder auch durch Autolyse ein zweites Nucleoproteid, das 
8-Nucleoproteid bilden, dessen Flockungsoptimum in Lactat 
oder Chloracetat und Chloressigsiuremischungen auf 1,2 x 107% 
oder py = 2,92 festgestellt wurde, also deutlich verschieden 
vom Flockungsoptimum des tryptisch wirksamen «-Nucleo- 
proteids. Die genannten Autoren haben weiter aus einigen 
Organen Extrakte hergestellt, so aus Pankreas von Mensch, 
Rind und Pferd, und es wurde aus diesem Organ immer ein 
KiweiBkérper erhalten, der bei py = 3,59 zum Ausflocken ge- 
bracht wurde. Aber aus anderen Organen, Milz, Niere, Leber, 
Muskel, und auch aus Leukocyten konnte kein KiweiBstoff mit 
einem derartigen Ausflockungsoptimum erhalten werden. Das 
a-Nucleoproteid mit dem Ausflockungsoptimum py = 3,59 ist 
also nur aus dem Pankreas zu erhalten, was gewissermaBen 
auch dafiir spricht, daB dieser Kiwei8kérper das Trypsin oder 
das Trypsinogen darstellt, aus dem leicht Trypsin entstehen 
kann. Michaelis und Davidsohn haben sich auch mit der 
Frage nach dem Einflu8 der H-lonenkonzentration auf die 
Trypsinwirkung beschiftigt..) Um die Reaktion wahrend der 
Wirkung so viel wie méglich konstant zu halten, versetzten sie 
das Reaktionsgemisch mit einer relativ groBen Menge eines 
Regulators, meistens Phosphatgemischen. Als Trypsin wurde 
wieder Pankreatinum purissimum (Rhenania) und als Substrat 
Peptonum siccum Riedel (aus Fibrin dargestellt) gebraucht. Der 
Grad der Hydrolyse wurde mittels der Formoltitration be- 





1) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 280 (1911). 
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stimmt und zwar mittels eines etwas vereinfachten Verfahrens. 
Fir jeden Versuch wurden 10 ccm einer Regulatormischung, 
30 com einer 4°/, igen Peptonlésung und 7,5 ccm einer 
5°/, igen Trypsinlésung verwendet. Also auf etwa 1,2 g Sub- 
strat wirkten 375 mg Enzym. Die Temperatur war um 37° 
und die Versuchszeit 60—90 Minuten. Der Umsatz betrug in 
Kubikzentimetern bei der Titration bis 3 ccm. Aus den Re- 
sultaten ergibt sich, daB die Wirkung des Trypsins bei etwa 
2,1 x 1078. also py = 7,68 am schnellsten verliuft. Michaelis 
betrachtet dann wieder diese Abhingigkeit der Wirkung von 
der Reaktion von seinem Standpunkte, daB die Enzyme am- 
photere Elektrolyte seien. Diese Betrachtungen fihren ihn 
beim Trypsin dazu, daf dieses Enzym beim isoelektrischen 
Punkt unwirksam ist, also bei py = 3,70 oder Cy = 2 x 107%. 
Das Enzym wirde nur bei kleineren H-Ionenkonzentrationen 
wirken und zwar als Anion. Die Siuredissoziationskonstante 
des T'rypsins sei 5 x 107%. Bei py > 7,60 nimmt die Wirkung 
wieder ab. Michaelis sagt dazu, daB dies zum Teil liegt 
an der Zerstérung des Ferments durch die zu hohe Alkalitat, 
aber diese Zerstérung ist selbst bei py = 11 sichtlich noch 
nicht geniigend, um das rapide Absinken der Wirksamkeit zu 
erkliren.“ Er nimmt an, daB sich bei so hoher Alkalitit dop- 
pelt geladene Trypsinanionen bilden, die proteolytisch unwirk- 
sam seien. Er schatzt sogar die zweite Dissoziationskonstante 
auf 10-1, Die Selbstzerstérung des Trypsins finden Michaelis 
und Davidsohn deutlich bei Cy = 5,5 x 107}? oder py = 11,26 
und angedeutet bei 6,8 x 10—!° oder py = 9,17. Auf jeden 
Fall wird also schon darauf hingewiesen, daB die Zerstirung 
des Trypsins sich bald nach der Uberschreitung der optimalen 
Reaktion, py = 7,68, merklich macht. 

Von Sven Palitzsch und L. E. Walbum sind im Carls- 
berglaboratorium zu Kopenhagen weitere und ausfihrliche 
Untersuchungen angestellt iiber die optimale H-Ionenkonzen- 
tration bei der Trypsinwirkung und zwar bei der tryptischen 
Gelatineverfliissigung.!) Auch diese Forscher arbeiteten mit 
Pankreatin-Rhenania, die Konzentration des Trypsins war 





1) Biochem. Zs. Bd. 47, S. 1 (1912). 
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meistens 0,4°/,,, bisweilen 0,2 oder 0,1°/,,. Die Gelatine- 
menge betrug 60 g pro Liter. Als Puffer der Reaktion wurde 
Borséure verwendet und zwar zu 12,4 g pro Liter. Von diesen 
Autoren wird also die Erstarrungsfihigkeit von Gelatinelésungen 
als Merkmal fiir die Trypsinwirkung benutzt. Hier kommt 
also nur eine verhaltnismaBig sehr geringe Enzymwirkung zur 
Geltung. Die Lage der optimalen Reaktion zeigte sich von 
der Temperatur abhangig, nicht oder kaum von der Dauer 
des Versuchs. Es wurde fiir die Lage dieser optimalen Re- 
aktion gefunden: 


bei 30° Cy = 10-*%° Cog = 10-%* bei 20—50 Min. Versuchsdauer. 


37° 10-9" 10-$8 1442 
45° 10-* 10-42 1426 
55° 10-8" 10-5 1422 


Die Verschiebung der Lage der optimalen Reaktion mit der 
Temperatur ist somit sehr deutlich. Palitzsch und Walbum 
schreiben diese Erscheinung teils den Dissoziationsverhialtnissen 
des Trypsins und des Substrats, teils der Zerstérung des 
Enzyms zu. Aber letztere wiirde iiberwiegen, obgleich, wie 
schon gesagt, in den Versuchsreihen ein EinfluB der Versuchs- 
dauer nicht oder kaum zu erblicken ist. Und dieses muBte 
doch der Fall sein, wenn die optimale Reaktion in hohem 
MaBe von der Zerstérung des Enzyms bestimmt wiirde. Aber: 
»Die Gelatinemethode ist allerdings nicht als so genau an- 
zusehen, daB man hieraus entscheidende Schliisse ziehen kénnte“, 
sagen die genannten Forscher. Aber die hier gefundene opti- 
male Reaktion 10~—%7 bei 37° weicht sehr erheblich ab von 
der von Kurt Meyer fiir Casein-Bakterienprotease gefundenen, 
nimlich 10~—*?, und von der fiir Casein-Pankreatin, 10-8, und 
von Michaelis und Davidsohn fir Pepton-Pankreatin ge- 
fundenen, 107*. Dazu sagen Palitzsch und Walbum, dab 
dieses Verhalten nicht sonderbar erscheint, denn Ascoli und 
Neppi zeigten, daB verschiedene Proteinstoffe von Trypsin bei 
verschiedener Reaktion am besten angegriffen werdeu. Es sei 
noch gesagt, daB Palitzsch und Walbum, in Uberein- 
stimmung mit Griitzner, fanden, da die Trypsinwirkung 
schneller als die Enzymkonzentration wichst. 
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Nachdem ich den Einflu8 der Reaktion auf die Pepsin- 
wirkung und die Faktoren, die fiir die Wirkung dieses Enzyms 
wichtig sind, einigermaBen kennen gelernt hatte), entschloB 
ich mich zu einer Untersuchung der Bedingungen der 
Trypsinwirkung. Die Ergebnisse, erhalten mit verschiedenen 
eiweiBspaltenden Enzymen, lieBen sich vielleicht von einem 
Gesichtspunkte iiberblicken und die fiir Trypsin zu erhaltenden 
Befunde kénnten vielleicht dazu beitragen, das Verhalten des 
Pepsins besser deuten zu kénnen. Hin niaheres Studium der 
Trypsinwirkung schien um so mehr erwiinscht, als die bis- 
herigen Angaben nicht eindeutig waren, und die an sich inter- 
essanten Betrachtungen von Michaelis iiber Enzymwirkungen 
fiir Pepsin als nicht richtig sich gezeigt hatten. Ich will nun 
in dieser Mitteilung meine ersten Ergebnisse mitteilen, die 
beim Studium der Trypsinwirkung erhalten wurden. Zuerst 
seien aber die wichtigsten Punkte aus den oben kurz resii- 
mierten Abhandlungen zusammengesetzt. 

Die Wirkung des Trypsins ist in hohem Grade von der 
H-lIonenkonzentration abhangig. Es hat sich eine optimale 
Reaktion ergeben. 

Die Lage dieser optimalen Reaktion sollte sein: 


1. Pankreatinum-Pepton 
60—90 Minuten, 37° Po = 7,65 Michaelis-Davidsohn. 


2. Pankreatinum-Gelatine 
20—55 Minuten, 30° py, = 9,9 = Palitzsch-Walbum. 


14—42—,, 2S 87a = 9,7 : ds 
14—26 9 45° Py = 9,1 - i 
14—22 ” 55° Pu = 8,0 ” ” 


3. Pankreatinum-Casein 
37° Py = 8,0 Kurt Meyer. 


Das Trypsin soll ein Nucleoproteid sein, isoelektrischer Punkt 
Pu = 3,7 bis 4,0, Flockungsoptimum py = 3,59. 


!) Zs. physiol. Chem. Bd. 75, S. 282 (1911); a. a. O. Bd. 95, S. 195 
(1915); Kolloid. Zs. Bd. 19, S, 253 (1916); Archiv. Néerland. de Physiol. 
de ’homme et des animaux, T. 2, S. 571 (1918); a.a.O. T. 8, 8. 349 (1919). 
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Eigene Untersuchungen. 


Ich habe, so wie beim Pepsin, das Trypsin wirken lassen 
auf a) Fibrin, b) geléstes EiweiB, nimlich dialysiertes Pferde- 
oder Rinderserum. 

So wie beim Pepsin glaube ich auch fiir Trypsin, daB 
keine Veranlassung vorliegt, mehr als ein Trypsin annehmen 
zu miissen. Ich glaube, daB die Lésung von Fibrin, die Spal- 
tung von geléstem Eiweif, die Verfliissigung von Gelatine von 
einem Enzym hervorgebracht werden, und die Verschiedenheit 
in den Bedingungen, unter denen bei diesen verschiedenen 
Substraten die Proteolyse fortschreitet, glaube ich den ver- 
schiedenen EKigenschaften des Substrats, nicht des Enzyms zu- 
schreiben zu miissen. Bei Anwendung des Fibrins kann man 
die Wirkung in einigen Minuten, bei Anwendung von geléstem 
KiweiB nur in langeren Zeiten feststellen. 

Als Enzym habe ich aus Pankreas — (Schwein oder ein ein- 
zelnes Mal auch Rind) Extrakt, aktiviert mittels Enterokinase, 
das ist also Darmschleimhautextrakt, oder au chwohl mittels Cal- 
ciumchlorid, mittels Essigsiure niedergeschlagenes Nucleoproteid 
gebraucht. Dieses Nucleoproteid, vorsichtig gelést mittels 
etwas Soda und nochmals prazipitiert, wurde abfiltriert und 
getrocknet. Ich hoffe in nicht zu langer Zeit das Enzym aus 
Pankreassaft herstellen zu kénnen, aber bis jetzt fehlte mir 
dazu die Gelegenheit. Es ist mir nicht gelungen, das Enzym 
vom Nucleoproteid zu trennen, obwohl ich das auf verschiedene 
Weise versucht habe. So zuerst im elektrischen Felde, dann 
durch Adsorption an verschiedenen Substanzen, Niederschlage, 
z. B. von Calciumphosphat, weiter Kohle oder Kaolin. Ich 
will aber hervorheben, daB ich keineswegs iiberzeugt bin von 
der Identitit des Trypsins mit dem a@-Nucleoproteid. Ich 
halte es sehr gut méglich, daB, wenn man von reinem Pankreas- 
saft ausgeht, das Enzym sich als etwas anderes als Nucleo- 
proteid zeigen wird. Aber weitere Forschung ist hier ndtig. 

Das Fibrin war griindlich ausgewaschen und mittels 
alkoholischer Spritblaulésung gefarbt. Ich habe mich durch 
Vorversuche davon iiberzeugt, daB man mit Spritblaufibrin 
die Trypsinwirkung auf colorimetrischem Wege geniigend genau 
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bestimmen kann. Die Wirkung wird durch Filtrierung iiber 
Glaswolle fast augenblicklich beendet, und falls die Reaktion 
des Filtrats nicht bestimmt werden soll, kann man die Farbe 
der Flissigkeit durch 2—3 Tropfen Salzsiure (25 °/,) erheblich 


verstarken. 


Das Serum, das zu den Versuchen verwendet werden sollte, 


war einige Wochen dialysiert und sodann filtriert. 

Die H-Ionenkonzentrationen wurden immer elektrometrisch 
mit meinen sehr kleinen Elektroden bestimmt. Fir eine Be- 
stimmung geniigten einige Zehntel Kubikzentimnter. Die Di- 
gestionsversuche wurden bei 37°, die H-Ionenbestimmungen 
bei 18° ausgefiihrt. 


a) Die Lésung des Fibrins. 

Ich glaubte ein Reaktionsoptimum bei py = § bis 9 zu 
finden und meinte also, als Reaktionsregulatormischung mit 
Vorteil Borat-Salzsaure oder Borat-Natronlaugemischungen ver- 
wenden zu kénnen. Ich machte mir also eine 0,2 molekulare 
Boratlésung, die mit den passenden Mengen Salzsaure oder 
Natronlauge py’ s ergab, die von den von Sérensen angegebenen 
nur sehr wenig abwichen. Mit dieser Boratlésung wurde die 
erste Versuchsreihe angestellt. 


Erste Versuchsreihe mit Boratlésung. 

Enzymlésung: 30 mg Trypsin, gelést in 6,24 ccm Borat 
mit 5,76 ccm Salzséure 0,1n. Die Halfte wurde durch all- 
mahliche Erhitzung im Wasserbade bis auf 78° inaktiviert. 
Eine Versuchsreihe wurde mit aktivem, eine zweite mit dem 
inaktivierten Enzym angestellt. Jedes Réhrchen 100 mg Sprit- 
blaufibrin. 15 Minuten digerieren. Die Digestionsfiltrate wurden 
auf 80° erhitzt und sofort abgekihlt (vgl. Tabelle 1, S. 9). 

Aus den Ergebnissen der Tabelle I geht hervor, dab 
erstens bei den verwendeten Reaktionen eine Fibrinlésung 
durch Alkaliwirkung nur in V, also bei py = 10,2 stattfindet 
und dann noch in dieser kurzen Zeit bis zu einem ganz zu 
vernachlassigenden Betrag. Weiter zeigt sich, daB die Trypsin- 
wirkung bis zu py = 10,2 immer noch merklich zunimmt und 





Tabelle I. 
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die optimale Reaktion also noch gar nicht erreicht war. Dann 
zeigt es sich, daB die py wahrend der Fibrinlésung durch die 
Trypsinwirkung nur in V deutlich erniedrigt ist. 

Das Spritblaufibrin hatte zuvor eine halbe Stunde bei 
37° gequollen. Die Quellung war zunehmend und in V bei 
weitem am stirksten. 

Weil die optimale Reaktion also wahrscheinlich noch be- 
deutend alkalischer als py = 10 sein sollte, muBte ich mich 
nach einer anderen Reaktionsregulatormischung umsehen. Ich 
wihlte dazu Glykokoll-Natronlaugemischungen. Zwar wirken 
diese bei Reaktionen von py = 11 und 12 nicht kraftig regu- 
lierend, aber bei diesen groBen Gehalten an Natronlauge 
wirken die EiweiBkérper selbst, so daB Verschiebungen der 
Reaktion doch nicht sehr zu befiirchten sind. Durch Vor- 
versuche konnte ich mich iiberzeugen, daB bei 37° die opti- 
male Reaktion in der Nahe von pg = 11 liege. Die folgen- 
den Versuchsreihen lassen den Einflu&8 der Reaktion auf die 
Fibrinlésung bei 37° genau beurteilen. 

Die Glykokollésung enthielt 15,01 g pro 2 Liter. 

Trypsinlésung: 50 mg Trypsin in 7,52 ccm Glykokoll- 
lésung, 0,54 com NaOH 0,1 n., 7 com Wasser. 

In der Tabelle II ist die Trypsinwirkung so berechnet, 
daB die Alkaliwirkung in Abzug gebracht ist. Die Reaktion 
hat sich wahrend der Verdauung geandert, besonders in III, 
wie zu erwarten. Die kriftigste Trypsinwirkung fand also bei 
Po = 10,7 statt. Bei py = 12,3 ist diese Wirkung beinahe 
wieder Null. 

Folgende dritte und vierte Versuchsreihen bestatigen diese 
Resultate (vgl. Tabelle III und IV, S. 11). 

Versuchsreihe III. 60 mg Trypsin in 7,52 ccm Glykokoll, 
0,54 com NaOH 0,1n., 7 com Wasser. 

Die maximale Wirkung finden wir in Versuchsreihe II] 
bei po = 11,49, bei py = 12,01 ist die Wirkung plétzlich 
wieder Null. Wegen der kiirzeren Verdauungszeit hat sich 
die Reaktion hier wenig geindert. 

In der letzten Spalte der Tabelle IV ist die Quellung 
des Fibrins angegeben. Wir sehen, daB diese noch nicht 





Tabelle ITI. 
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maximal ist bei der am meisten alkalischen Reaktion. Fig. 1 
gibt die Abhangigkeit der Trypsinwirkung von der Reaktion, 
Pu als Abszisse. Unter den gegebenen Bedingungen, also 
bei 37° und bei einer so kurzen Versuchsdauer von 11 Minuten 
ist die optimale Reaktion gegeben durch py = 11,3. Schon 
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Fig. 1. Abhangigkeit der Trypsinwirkung von der Reaktion. 
Auf der Abscisse ist der p,,, auf der Ordinate die geléste EiweiGmenge abgemessen. 








bei py = 11,6 sinkt die Trypsinwirkung aber auBerordentlich 
schnell herunter. Wodurch ist dieses eigentiimliche Verhalten 
zu erklaren? Es lag wohl am meisten auf der Hand, dieses 
plétzliche Aufhéren der Trypsinwirkung der Trypsinvernichtung 
zuzuschreiben. Ich habe denn auch die Vernichtung des 
Enzyms bei verschiedenen Reaktionen studiert. Folgender 
Abschnitt enthalt die Resultate. 
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b) Die Vernichtung des Trypsins in Lésungen verschiedener 
Reaktion. 


Ks wurde dazu eine fast neutrale Trypsiniédsung gemacht 
und diese auf 37° gebracht. Zu einem bestimmten Zeitpunkte 
wurde eine gewisse Menge Natronlauge zugegeben, und dann 
sofort und weiter in bestimmten Zeitriumen 1 ccm zu in 
Glykokoll-Natronlauge bei 37° gequollenem Fibrin gegeben. 
Die Anderung der Aktivitét der Trypsinlésung mit der Zeit 
konnte so genau verfolgt werden. 

Versuch I. 50mg Trypsin gelést, in 15 ccm Salzsiure 
0,0557 n. Sofort und nach bestimmten Zeiten 1 ccm in 
Reagenzréhren, versetzt mit 100 mg Spritblaufibrin und 
3,5 com Glykokoll, 4,82 com NaOH 0,1n., 2,7 com Wasser. 
Nach Zugabe der salzsauren Lésung hat diese Loésung die 
optimale Reaktion. 


Zeit (Stunden) Colorimeterzahl Messung des p,, der Trypsinlésung 


0 pa na der H-Elektrode — 0,1948 Volt 
6 »,68 Pa = 1,453, 
24 0,00 


Bei dieser ziemlich stark sauren Reaktion wird also das 
‘Trypsin in einigen Stunden bis auf die Hialfte vernichtet. 

Versuch II. 50 mg Trypsin, gelést in 15 ccm Essigsaiure 
0,184n. Sofort und nach bestimmten Zeiten 1 ccm in Reagenz- 
rohren, versetzt mit 100 mg Spritblaufibrin und 3,5 cem Glyko- 
koll, 6,22 com NaOH 0,1 n., 1,28 com Wasser. 


Zeit (Stunden) Colorimeterzahl 


0 1,20 
21 1,22 Messung des p,, der Trypsinlésung 
48 1,22 n der H-Elektrode — 0,0954 Volt 
72 1,25 Py = 3,149. 
96 1,25 
120 1,19 


Bei diesem py = 3,15 findet also selbst in 120 Stunden 
keine merkliche Vernichtung des Trypsins statt. 


Versuch II]. 50mg Trypsin, gelést in 15 com Natrium- 
chlorid 0,154n. Sofort und nach bestimmten Zeiten 1 ccm in 
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Reagenzréhren, versetzt mit 100 mg Spritblaufibrin und 
3.5 com Glykokoll, 4,3 com NaOH 0,1 n., 3,2 com Wasser. 


Zeit (Stunden) Colorimeterzahl 


0 1,00 Messung des p,, der ‘Trypsinlésung 
1,5 0,93 nm der H-Elektrode + 0,1300 Volt 
19.0 0,40 Py = 7,056. 
44,0 0,22 


Bei dieser neutralen Reaktion sinkt also der Trypsingehalt 
in etwa 16 Stunden auf die Hialfte. 

Versuch IV. 50 mg Trypsin, 4 ccm Glykokoll, 0,54 ccm 
NaOH 0,1n., 9,46 com Wasser. Zur Zeit 0 wird 1,07 ccm 
NaOH 0,1 n. zugegeben. Sofort und nach bestimmten Zeiten 
1 com in Reagenzréhren, versetzt mit 100 mg Spritblaufibrin 
und 3,2 ccm Glykokoll, 4,3 com NaOH, 3,5 com Wasser. 


Zeit (Minuten) Colorimeterzah! 


_— Messung des p,, der Trypsinlésung 
i nm der H-Elektrode + 0,2263 Volt 
. = 8,724. 
46 0,22 _ 
70 0,12 


Wahrend also bei py = 7,06 der Trypsingehalt in etwa 
16 Stunden auf die Halfte sinkt, findet dieses bei py = 8,72 
schon in 17 Minuten statt. Ich habe dann noch einen Ver- 
such bei py = 7,23 angestellt. 

Versuch V. 50mg Trypsin, gelést in 4 ccm Glykokoll 
0,54 com NaOH 0,1n., 10,46 com Wasser. Sofort und nach, 
bestimmten Zeiten 1 ccm in Reagenzréhren mit 100 mg Sprit- 
blaufibrin, 3,2 cem Glykokoll, 4,3 com NaOH und 3,5 ccm 
Wasser. 


Zeit (Minuten) Colorimeterzahl 


1,00 Messung des p,, der Trypsinlésung 
25 0,88 a der H-Elektrode + 0,1401 Volt 
80 0,39 Py = 1,231. 
235 0,18 sans 
"335 0,11 


Bei dieser Reaktion sinkt die Aktivitit in 68 Minuten auf 
die Halfte. 
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Versuch VI. 50 mg Trypsin gelést in 4 ccm Glykokoll, 
0,53 com NaOH 0,1n., 6,47 com Wasser. Zu einem Zeit- 
punkt 0 wird 4 ccm NaOH 0,1n. zugegeben und sofort und 
nach bestimmten Zeiten 1 ccm in Reagenzréhren mit 100 mg 
Spritblaufibrin, 3,2 ccm Glykokoll, 4,07 ccm NaOH 0,1 n. 
und 3,73 ccm Wasser. 


Zeit (Minuten) Colorimeterzah| 


0 1,00 
5 0,67 Messung des p,, der Trypsinlésung 
10 0,29 n der H-Elektrode + 0,3235 Volt 
20 0,11 PH = 10,411. 

35 0,09 

60 0,08 


Bei dieser Reaktion ist die Aktivitat in etwa 7 Minuten 
auf die Halfte gesunken. 

Versuch VII. 50 mg Trypsin, gelést in 4,0 com Glykokoll, 
0,3 com NaOH 0,1 n. und 5 ccm Wasser. Zu einer Zeit 0 
wurde 6,1 com NaOH 0,1 n. zugegeben und sofort und nach 
bestimmten Zeiten 1 ccm in Reagenzréhren gebracht, versetzt 
mit 100 mg Spritblaufibrin und 3,2 ccm Glykokoll, 4,0 ccm 
NaOH 0,1 n. und 3,8 com Wasser. 


Zeit (Minuten) Colorimeterzahl 


0 1,00 

5 0,50 Messung des p,, der Trypsinlésung 
10 0,17 na der H-Elektrode + 0,3605 Volt 
15 0,09 Py = 11,053. 

25 0,07 

45 0,05 


Hier ist der Trypsingehalt also schon in 5 Minuten auf 
die Halfte herabgefallen, und in 10 Minuten ist nur ein sehr 
geringer Bruchteil iibrig geblieben. 

Versuch VIII. 50 mg Trypsin, gelést in 4,0 com Glyko- 
koll, 0,53 com NaOH, 4,47 com Wasser. Bei Beginn des Ver- 
suches wurden dann 6,43 com NaOH 0,1 n. zugegeben und 
sofort und nach bestimmten Zeiten 1 ccm in Reagenzréhren 
gebracht, versetzt mit 100 mg Spritblaufibrin, 3,2 ccm Glyko- 
koll, 3,8 com NaOH und 4 ccm Wasser. 
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Zeit (Minuten) Colorimeterzah| 


0 1,00 

5 0,33 Messung des p,, der Trypsinlosung 
10 0,17 a der H-Elektrode + 0,3708 Volt 
15 0,14 Py = 11,231. 

25 0,12 

40 0,11 


Hier ist die Aktivitat schon in etwa 3,9 Minuten auf die 
Halfte gekommen. 

Versuch IX. 50 mg Trypsin, gelést in 4 ccm Glykokoll, 
0,53 com NaOH 0,1 n. und 3,47 com Wasser. Beim Anfang 
des Versuchs 7,5 com NaOH 0,1 n. zugegeben und sofort und 
nach bestimmten Zeitraumen 1 ccm in Reagenzréhren gebracht, 
versetzt mit 100mg Spritblaufibrin, 3,2 ceom Glykokoll, 3,8 ccm 
NaOH 0,1 n. und 4 ccm Wasser. 


Zeit (Minuten) Colorimeterzahl 


° _— Messung des p,, der ‘ITrypsinlésung 
: vet na der H-Elektrode + 0,4169 Volt 
, = 12,029. 
10 0,16 Pu ; 
21,5 0,16 


Bei dieser Reaktion ist die Aktivitét schon in etwa 
2 Minuten auf die Halfte gesunken und in 6 Minuten praktisch 
verschwunden. Bei diesen Versuchen ist keine Korrektur fiir 
die Alkaliwirkung angebracht. Nimmt man diese in Versuch IX 
auf 0,16 an, dann werden die Zahlen 


Zeit Colorimeterzahl 
0 : 1,00 
3 0,18 
6 0,02 

10 0,00 


und die Aktivitat ist also schon in 1,8 Minuten auf die Hialfte 
abgefallen; also verschwindet hier die Aktivitat fast augen- 
blicklich. 

Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Vernichtung 
des 'I'rypsins bei verschiedenen Reaktionen. 
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Tabelle V. 


Vernichtung des Trypsins in Lésungen verschiedener 








Reaktion. 
Zeit, in der die Hialfte des 
Reaktion p,, Trypsins vernichtet ist 

Minuten 
I 1,458 540 
a 3,149 0 
Ill 7,056 960 
IV 7,231 68 
V 8,724 17 
VI 10,411 7 
Vil 11,053 5 

VIII 11,231 3,9 

IX 12,029 1,8 








Die Fig. 2 stellt diese Ergebnisse iibersichtlich dar, der 
reziproke Wert der Hilftewert als Ordinate, py als Abszisse 
Ich habe sodann noch die alte Behauptung, EiweiB schiitze 
Trypsin gegen Alkaliwirkung, gepriift, obwohl ich iiberzeugt 
war, daB diese Schutzwirkung nur der Alkalibindung des EKiwei8 
zuzuschreiben sein wiirde. Selbstverstindlich wiirde sich der 
Pa infolge der Proteolyse allmahlich aiandern, aber eine einiger- 
maBen erhebliche Schutzwirkung miiBte doch an den Tag treten. 


Versuch I. 50mg Trypsin, gelést in 4 ccm Glykokoll, 
0,53 com NaOH 0,1 n. und 3,5 ccm dialysiertes Serum. Eiweib- 
gehalt der Loésung nach Zugabe der 7,50 com NaOH 0,1 n. 
etwa 1°/,. Gleich wie in den beschriebenen Versuchen wurde 
wieder sofort und nach bestimmten Zeiten 1 ccm in Reagenz- 
réhren gebracht, versetzt mit 100 mg Spritblaufibrin, 3,2 ccm 
Glykokoll, 3,8 com NaOH 0,1 n. und 4,0 ccm Wasser. 


Zeit (Minuten) Colorimeterzahl 


0 1,00 
4 0.70 Messung des p,, der Trypsinlésung 
10 0,57 a der H-Elektrode +0,3183 Volt, 
35 0,11 Py = 10,82. 
78 0,08 
240 0,05 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 9 
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Also bei Gegenwart von KiweiB ist bei py = 10,32 in 
11,7 Minuten die Hialfte des Enzyms inaktiviert. Aus Fig. 2 
wiirde sich etwa 8 Minuten ergeben. 
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Fig. 2. Die Inaktivierung des Trypsins bei verschiedenen Reaktionen. 
Auf der Abscisse ist der p,,, auf der Ordinate der reziproke Wert der Zeit, 
in der die Aktivitat auf die Halfte gesunken ist, abgemessen. 


Versuch II. 50 mg Trypsin, gelést in 4 com Glykokoll, 
0,53cem NaOH 0,1 n. und 3,47 ccm dialysiertes Serum. Beim 
Anfang des Versuches wurden 4,3 com NaOH 0,1 n. zugegeben 
und sofort und nach bestimmten Zeiten 1 ccm in Reagenz- 
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réhren gebracht, versetzt mit 100 mg Spritblaufibrin, 3,5 ccm 
Glykokoll, 4,0 com NaOH 0,1 n. und 3,5 com Wasser. 


Zeit (Minuten) Colorimeterzahl 


0 1,00 Messung des p,, der Trypsinlésung 
10 0,50 a der H-Elektrode +0,2698 Volt, 
30 0,20 
55 0,11 oe eee 

215 0,06 


Hier ist also bei py = 9,480 und bei Anwesenheit von 
etwa 1°/, KiweiB in 10 Minuten die Aktivitét auf die Hialfte 
heruntergegangen. Aus der Fig. 2 ersehen wir, daB ohne 
KiweiB bei diesem py etwa 12 Minuten bendtigt sind. 

Wir kénnen also schlieBen, da8 die ,,Schutzwirkung“ des 
Kiwei8 nur auf Alkalibindung beruht. 

Und wir kénnen jetzt den eigentiimlichen Verlauf der Kurve 
Fig. 1 iibersehen. Das schroffe Abfallen der Kurve bei 
Po = 11,5 bis 11,7 hat nur seinen Grund in der fast augen- 
blicklichen Vernichtung des Enzyms. Es ist jetzt klar, daB 
man nicht von einer bestimmten optimalen Reaktion fiir die 
Trypsinwirkung reden kann, auch nicht bei einer bestimmten 
Temperatur. Welche Lage man fiir diese optimale Reaktion 
finden wird, ist auBer von der Temperatur, in sehr hohem 
Grade von der Versuchsdauer abhingig. Deshalb habe ich 
bei meinen nur wenige Minuten dauernden Versuchen eine 
erheblich andere Lage als frihere Forscher gefunden. Bei 
lingerer Versuchsdauer ist nur bei viel niedrigerem pq, etwa 8 
oder 9, noch eine merkliche Wirkung zu erwarten. 

Es erhebt sich jetzt die Frage, welche Faktoren den Ver- 
lauf der Abhingigkeit der Trypsinwirkung von der Reaktion 
bestimmen. Wenn Michaelis recht hat, und Trypsin oder 
also das «-Nucleoproteid des Pankreas einen Umladungspunkt 
bei py = 3,70 besitzt, so ist wirksames Trypsin negativ ge- 
laden. Ich hoffe aber, die Untersuchung nach dem Wesen 
des Trypsins und dessen Zustand bei verschiedenen Reaktionen 
in kurzer Zeit fortzusetzen. Den Zustand des Substrats habe 
ich indessen schon weiter studiert und ich will hier iiber die 


Quellung des Fibrins einige Worte sagen, und in den folgen- 
g* 
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den Mitteilungen den Einflu8 von verschiedenen Anionen und 
Kationen auf die Quellung des Fibrins und die Lésung des- 
selben, sowie tiber die Trypsinwirkung auf geliéstes Hiwei8 und 
den EKinfluB von Salzen auf Viscositét und Spaltung. 

Ich habe oben schon angegeben, daB die Fibrinquellung 
bei der fiir die Trypsinwirkung optimalen Reaktion noch nicht 
ihren gréBten Grad erreicht hat. Folgende Versuchsreihe be- 
leuchtet dies noch niher, 


Tabelle VI. 


Versuchsreihe, um die Quellung des Fibrins bei verschiedenen Reaktionen 

kennen zu lernen. Jedes Réhrchen enthilt 100 mg Spritblaufibrin. Fiir 

die Héhe des Fibrins sind Korrekturen wegen des verschiedenen Dia- 
meters der Réhrchen angebracht. 20° und 37°. 





Hohe der 























" Messun 
. NaOH | Wasser] Fibrinsiule wept st ahaa, 
Nr. bei 20° bei 37° a Volt 
cem ecm mm mm ao PH 
ii rtte4 23,3 55 0,3846 | 11,471 
II _— 8 49,0 63,6 0,4430 12,483 
oS oo 5 39,7 51 0,4585 | 12,751 
IV 11 i 1 27,8 34,5 0,4709 12,966 
V {| 2 1,0n. 10 24,8 88,2 0,4834 | 13,183 
ie ae 7 26,3 gelist shi _ 
Vil ae 4 30,6 gelost — — 
VE fH. 1 lést sich gelést —- | — 


Die Fig. 3 gibt den Verlauf der Quellung bei verschie- 
denem py. Selbstverstindlich ist diese Methode der Quellungs- 
gréBenbestimmung ziemlich roh, aber fiir unsere Zwecke ge- 
niigt sie. Es geht deutlich hervor, daB das Quellungsmaximum 
bei einer so stark alkalischen Reaktion liegt, wobei Trypsin 
bei 37° fast augenblicklich inaktiviert wird. DaB die Quellung 
fiir die Trypsinwirkung von Bedeutung sein wird, liegt auf der 
Hand. Je starker die Quellung, je kraftiger die Trypsin- 
wirkung, bis bei sehr stark alkalischen Reaktionen das EKiweif 
auch ohne Trypsin schnell gespaltet wird. Die optimale Re- 
aktion wird aber nicht nur vom Quellungszustand des Sub- 
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strats, sondern auch von der Inaktivierung des Enzyms durch 
die OH-Ionen bestimmt. Indessen werden wir in den folgen- 
den Mitteilungen die Ergebnisse von schon abgeschlossenen 
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Fig. 3. Quellung des Fibrins bei verschiedener Reaktion. 
p;; auf der Abscisse, das (scheinbare) Volum auf der Ordinate. 


Versuchen diskutieren, und dabei kommen wir auf die Bedeutung 
von Quellung von ungeléstem Hiwei8, und Quellung und elek- 
trische Ladung von geléstem Eiweib in Hinsicht auf die 
Trypsinwirkung zuriick. 


Zusammenfassung. 


Die lésende Wirkung des Trypsins auf Fibrin ist sehr 
von der H-Jonenkonzentration abhingig: Eine eigentliche 
optimale Reaktion gibt es aber nicht. Je alkalischer die 
Reaktion, je kriftiger die Trypsinwirkung, bis aber durch die 
T'rypsinzerstérung hierzu eine Grenze gesetzt wird. Bei der 
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hier gebrauchten Versuchsanordnung und bei 37° konnte eine 
optimale Wirkung bei p, = 11,3 erhalten werden. 

Trypsin wird in stark sauren Lésungen zerstért, bei nicht 
stark saurer Reaktion, py = 3,15 (37°) ist es haltbar, bei 
groBerem py findet immer starkere Inaktivierung statt, bis 
das Enzym bei py = 12 beinahe augenblicklich zerstért wird. 

Die Quellung des ungelésten Eiwei8 ist zweifelsohne fiir 
den Lésungsvorgang von groBer Bedeutung. Jedoch liegt die 
Reaktion der maximalen Quellung (py etwa 12,3) in dem Ge- 
biete, wo Trypsin fast momentan vernichtet wird. 


Utrecht, 15. Juli 1921. 




























Uber die analytische Erfassung und Differenzierung von 
Acetaldehyd, Aldol und Glyoxylsdure, sowie deren Vor- 


kommen im Diabetikerharn. 
Von 


Robert Fricke. 


fAus der medizinischen Universitatsklinik in GieGBen (Prof. V oit).} 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1921.) 


Nachdem durch W. Stepp auf das Vorhandensein von 
fliichtigen Aldehyden in Harn und Blut vor allem von Dia- 
betikern aufmerksam gemacht worden war') und Stepp und 
Feulgen die beobachteten fliichtigen Substanzen im Diabetiker- 
harn einwandfrei als Acetaldehyd identifiziert hatten?), muBte 
der Gedanke nahe liegen, nach dem Vorkommen verwandter 
Aldehyde im Harn zu fahnden. Vor allem war hier zu denken 
an das Aldol, das sich aus Acetaldehyd unter den verschie- 
densten Bedingungen, vornehmlich bei nicht zu stark alka- 
lischer Reaktion, leicht nach der Gleichung: 


O O 


2CH,—¢@ = CH,—CHOH—CH,—C 
Na : 


bildet. Zwar geht das Aldol bei 80—90° schon unter Wasser- 
abgabe in den Crotonaldehyd iiber, der leicht mit Wasser- 
dampfen fliichtig ist und daher, wenn vorhanden, bei dem von 


') W. Stepp, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 107, 8. 29 (1919); Biochem. Zs. 
Bd. 107, 8. 60 (1920); Stepp und Lange, Dtsch. Arch. f. klin. Mediz. 
Bd. 184, S. 47 (1920). 
*) Stepp und Feulgen, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 114, S. 301 (1921). 
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Stepp und Feulgen benutzten Anreicherungsverfahren durch 
Destillation') mit hatte itibergehen miissen. Hierbei waren 
gréBere Mengen der Beobachtung kaum entgangen, da er ebenfalls 
mit Dimethylhydroresorcin, das zur Identifizierung des Acetalde- 
hydes benutzt wurde, ein in Wasser schwer lésliches Pro- 
dukt bildet, das einen um ca. 40° héheren Schmelzpunkt hat, 
als das Produkt mit Acetaldehyd*) (138—139° und 183°). 
Hiergegen war aber zu bedenken, daB gerade Crotonaldehyd 
in wesentlich héherem Mafe noch als Acetaldehyd aus der 
Luft Sauerstoff anzieht, wobei er in Crotonsiure ibergeht. 
Auf diese Weise konnten beim Destillationsanreicherungs- 
verfabren von Stepp und Feulgen leicht geringe Mengen 
von in Crotonaldehyd iibergegangenem Aldol der Beobachtung 
verborgen geblieben sein. Es erschien daher nicht iiberfliissig, 
nochmals speziell nach Aldol im Diabetikerharn zu suchen, 
vor allem da eine eventuelle Auffindung dieses Stoffes wegen 
seiner offenbaren Verwandtschaft zur Beta-Oxybutterséiure und 
damit auch den anderen Acetonkérpern von ganz besonderer 
Bedeutung sein mubte. Denn das etwa in merklichen Mengen 
gefundene Aldol hatte als Zwischenglied einen Zusammen- 
hang zwischen dem kiirzlich im Harn entdeckten Acetaldehyd 
und den Acetonkérpern wahrscheinlich gemacht in folgender 
Reihenfolge: 


j» CH,—C¢ ‘ 
‘H.—C¢ = CH.—CHOH—CH.— 
2CH, KC CH,—CHO Ok 
pp ! 
CH,—CHOH—CH,—-C@ +0 = CH,—CHOH—CH,—COOH ; 
H 


CH,-CHOH—CH,—COOH + 0 = CH,—CO—CH,—COOH + H,0O; 
CH,—CO—CH,—COOH = CH,—CO—CH, + CO.®) 





) a. a. O. 

*) M. P. Neumann, Diss., Leipzig 1906, S. 41. 

5) Dieses Schema ist zuerst aufgestellt worden von E. Friedmann, 
Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 11, S. 202 (1908), der nachwies, 
da8 in der kiinstlich durchbluteten Leber aus Acetaldehyd Acetessig- 
siure gebildet wird und diesen Vorgang in der beschriebenen Weise zu 
deuten suchte. 
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Mit groBer Wahrscheinlichkeit beweisend fiir den eben 
entwickelten Zusammenhang, der wegen der darin vorkommen- 
den Oxydationen nur im Organismus selbst, nicht im schon 
die Nierenepithelien passiert habenden Harn existieren kénnte, 
konnte nur eine Auffindung von Aldol in saurem Harn 
sein, da in alkalischem sich ganz von selbst aus Acetaldehyd 
Aldol bilden mu. Auch muBten die etwa gefundenen Aldol- 
mengen gegentiber den beobachteten Aldehydmengen merklich 
sein, wenn man daraus einen SchluB auf die Genese der 
Acetonkérper ziehen wollte, da Aldol sich aus Acetaldehyd 
auch unter anderen Hinfliissen als dem der alkalischen Reaktion 
zu bilden vermag*) und sehr kleine Mengen yon Aldol also 
auch sicher bei saurer Reaktion des Harns sich unter Um- 
stinden nachtriglich in diesem aus Acetaldehyd bilden kénnen. 
Die Tatsache, da8 im Diabetikerharn nur links-Beta-Oxybutter- 
siure auftritt, konnte fiir unsere Uberlegungen zunichst gleich- 
giiltig bleiben, da der links-Beta-Oxybuttersiure auch ein links- 
Aldol entspricht, das aus dem racemischen Gemisch zu isolieren 
allerdings bisher noch nicht gelungen ist. 

Um nun der gestellten Aufgabe niher treten zu kénnen, 
war es zunichst notwendig, einen Weg aufzufinden, auf dem 
man das Aldol in geniigender Menge zu fassen, von den 
Ketonen und den iibrigen Aldehyden des Harns, vor allem 
dem schon gefundenen Acetaldehyd, zu trennen und schlieb- 
lich leicht zu identifizieren vermochte. 

Hierbei wurde, wie weiter unten beschrieben, infolge der 
verwandten Methoden ein Suchen nach etwa vorhandener 
Glyoxylsiure nahegelegt und sogar erforderlich. 


I. Rein chemische und analytische Vorarbeit. 


Am aussichtsreichsten zur Identifizierung des Aldols 
erschien, wenn mdglich, seine Kondensation mit Dimethyl- 
hydroresorcin. Diese Verbindung wurde zuerst von D. Vor- 
linder und Erig’) dargestellt und beschrieben. Ihre Kon- 


') Beilsteins Handb, d. org. Chem., 4. Aufl., 5. 824. 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 294, S. 314 (1896). 
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densationsprodukte mit vielen Aldehyden wurden ebenfalls 
von Vorlander und seinen Mitarbeitern dargestellt und die 
betreffende Reaktion teilweise (fir Form- und Acetaldehyd) 
auch analytisch ausgebaut.') Sie verlauft in den beobachteten 
Fallen stets so, daB ein Molekiil Aldehyd mit zwei Molekiilen 
Dimethylhydroresorcin reagiert nach folgendem Schema: 


R 
| 


CH 
i 
| 
CO + 0 + CO 
Fgh. A ae 
H,C CH, HC CH, 
| | | 
(CH, ),C CO (HO)C C(CH,), 
Nae . Pl 
CH, CH, 


CO CH CO 
H.C 6 OH © OH, 


CHy,C Go HOV’ bcH,), 

ell Tale 

GH, GH, 
Die Reaktion 14Bt sich leicht in wiBriger Lésung durchfiihren. 
Die meist weiBgefarbten Reaktionsprodukte fallen dabei als 
schwerléslich aus. Aus letzteren, die, soweit bekannt, in Kis- 
essig leicht léslich sind, la8t sich zur weiteren Identifizierung 
durch Kochen mit diesem Lésungsmittel meist?) ein charak- 
teristisches Anhydrid herstellen, das in H,O ebenfalls schwer 
léslich ist und im Gegensatz zu seiner jedesmaligen .Ursubstanz 
und zum Dimethylhydroresorcin selbst keine sauren Kigen- 

schaften mehr besitzt. Es hat die schematische Formel: 


+ H,O. 





) Vorlander und Erig, a. a. O.; Vorlinder und Strauss, 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 309, 8. 348 (1899); C. Ihle, Diss. Halle 
1902; H. Volkholz, Diss. Halle 1902; M. P. Neumann, Diss. Leip- 
zig 1906. 

*) Zur Herstellung des Anhydrids der Formaldehydverbindung 
z. B. muB man mit H,SO, konz. oder Essigsiureanhydrid erhitzen, 
da Kisessig nicht geniigt (C. Ihle, a. a. O. S. 13). 

Anmerkung: Die in Anm. 1 angefiihrten drei Dissertationen 
wurden mir in dankenswerter Weise von Herrn Geheimrat Vorlinder 
auf meine Bitte hin zur Verfiigung gestellt. 
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Die Reaktion des Dimethylhydroresorcins mit Acetaldehyd 
wurde fiir physiologische Zwecke inauguriert von C. Neuberg 
und EK. Reinfurth, die fir das Dimethylhydroresorcin den 
kiirzeren Namen ,,Dimedon“ und fiir sein Kondensationsprodukt 
mit Acetaldehyd den Namen ,,Aldomedon“ einfiihrten. Mit der- 
selben Methode gelang es dann auch Stepp und Feulgen, 
den Acetaldehyd im Diabetikerharn zu identifizieren.’) 


Die besonderen Vorteile dieser Reaktion auf Aldehyde 
beruhen darauf, daB das Dimedon in Wasser relativ gut lés- 
lich ist (0,416 g in 100 com H,O bei 25° C)4), seine Aldehyd- 
kondensationsprodukte dagegen, wie schon erwahnt, in Wasser 
sehr schwer léslich sind (Aldomedon 0,008 zu 100,0).4) AuBer- 
dem bildet das Dimedon mit Ketonen keine solchen Konden- 
sationsprodukte, auch nicht mit héheren Oxyaldehyden, wie 
zB. dem Traubenzucker. Dies bedeutet einen wesentlichen 
Vorzug gegeniiber der Reaktion mit Phenylhydrazin, welches 
auBerdem mit einfachen Aldehyden auch nur dlige, schlecht 
zu isolierende Produkte bildet.°) 

Kin Kondensationsprodukt von Aldol mit Dimedon war 
bisher noch nicht bekannt. Infolgedessen stellte ich mir zu- 
nachst Aldol nach der Vorschrift von Grignard und Reif®) her. 

100 g Ather wurden in einem Literkolben mit 100 g frisch destil- 
liertem Acetaldehyd gemischt, das Gemenge auf 0° abgekiihlt und nach 


und nach unter Umschiitteln mit 40 cem einer ebenfalls auf 0° gekiihlten, 
frisch bereiteten 15°/,igen Natriumsulfitlésung versetzt, wobei darauf 


1) Biochem. Zs. Bd. 106, S. 281 (1920). 

*) a. a. O. 

3) H. Volkholz, a.a. QO. S. 13. 

*) C. Ihle, a.a. O. S. 14. 

») E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 17, S. 572 (1884). 

*) Bull. de la Soc. Chim. de Frances (4) Bd. 1, S. 114. 
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geachtet wurde, daB die Temperatur nicht iiber 10° stieg. Nach be- 
endigtem Sulfitzusatz wurde die Temperatur unter stetigem Schiitteln 
auf 27—28° steigen gelassen, dort fiir 10 Minuten gehalten und schlieb- 
lich unter dauernd weiterem Schiitteln die Kondensation bei 30° zu 
Ende gefitihrt. Dann wurde die wiBrige Schicht abgelassen und drei- 
mal mit der entsprechenden Menge Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten 
itherischen Flissigkeiten wurden mit einigen Kubikzentimetern ge- 
siittigter Natriumbicarbonatlésung gewaschen und iiber Nacht mit Caleium- 
chlorid getrocknet. Am folgenden Tage wurde der Ather vorsichtig ab- 
destilliert, bis die Temperatur der Fliissigkeit 40° erreichte, und der 
Riickstand im Vakuum rektifiziert. Das Aldol ging bei 20 mm Druck 
und 80—85°C als dickfliissige, wasserklare Fliissigkeit iiber, die fast 
geruchlos war (Ausbeute 29,5 g). 

Aus dem so _ hergestellten Aldol wurde eine 10°), ige 
waBrige Losung bereitet, 10 com der Lésung auf 1000 ccm 
verdinnt und dann mit 4 g Dimedon, gelést in 40 ccm 
80°/, igen Alkoholes, versetzt. AuBerdem wurden zur Be- 
schleunigung der Ausfillung noch 5 g NaCl zugegeben. Nach 
1/, tagigem Stehen trat in dem Gemisch eine weiBliche Triibung 
auf. Bald darauf fiel ein reichlicher, weiBer, kleinkrystallini- 
scher Niederschlag. Das Ausfallen der ganzen Menge des 
Produktes zog sich iiber viele Tage hin, da im Filtrat des 
Abgenutschten immer wieder neue Substanz ausfiel. Nach 
8 Tagen betrug die Ausbeute (die man durch Austreiben 
des das Reaktionsprodukt gut lésenden Alkohols aus der 
Mutterlauge im Vakuum leicht noch hiatte vergréBern 
kénnen) schon ca. 4g, doch war die Ausfallung noch nicht 
beendet. 

Die Substanz wurde nach dem Abnutschen einmal mit 
verdiinntem Alkohol und dreimal mit Wasser gewaschen und 
dann 24 Stunden iiber Calciumchlorid getrocknet. Sie zeigte 
zunachst einen Schmelzpunkt von 168—170°, wobei sie von 
140° an schon erweichte. Nach Umkrystallisation aus einer 
geniigenden Menge 50°/, igen Alkohols, der vorsichtig mit 
Wasser bis zum Beginn der Ausfillung verdiinnt wurde, stieg 
der Schmelzpunkt auf 170—172° und wurde durch weiteres 
Umkrystallisieren nicht mehr verindert. 

Zur Umkrystallisation wurde absichtlich kein héher- 
prozentiger Alkohol genommen, um die Aldolverbindung nicht 











Analytische Erfassung und Differenzierung von Acetaldehyd usw. 135 


durch eventuelle Wasserentziehung in die entsprechende Croton- 
aldehydverbindung umzuformen. In der Tat zeigte aus 
96°/,igem Alkohol umkrystallisiertes ,,Aldolmedon“') nach dem 
Trocknen iiber CaCl, in zwei Fallen sofort den Schmelzpunkt 
des ,,Crotonmedons“?) (183°), in zwei anderen Fallen aber 
andere, jedenfalls auf Verinderung hindeutende Schmelzpunkte 
(165° und 175°). Krystallisierte man die Substanz in der oben 
beschriebenen Weise aus 80°/,igem Alkohol um, so erhielt 
man stets ein Produkt, das nach kurzem Trocknen iber CaCl, 
bei 186-—-187°, nach mehrtigigem Trocknen iiber konzentrierter 
Schwefelsiure aber wie das Crotonmedon bei 182—183° schmolz. 
Dieselbe Substanz (ebenfalls bei 186—187° schmelzend) konnte 
man aus Crotonmedon durch einmaliges Abdampfen mit 
80°/,igem Alkohol auf dem Wasserbade erhalten. Das Mole- 
kulargewicht dieses hochschmelzenden Stoffes wurde durch Ge- 
frierpunktserniedrigung in Benzol zu 365 gefunden. Das Mole- 
kulargewicht fiir die bei 183° schmelzende Verbindung wurde 
zu 322.5 gefunden, was innerhalb der Fehlergrenze von ca. 5°), 
fir Molekulargewichtsbestimmungen durch Gefrierpunktsernie- 
drigung mit dem Wert fiir Crotonmedon (332) iibereinstimmt. 
Das Aldolmedon selbst (Schmelzp. 170—172°) zeigte eine aui- 
fallende Widerstandsfihigkeit gegen langeres Erwairmen aut 
9)—100° auf dem Wasserbade, da dadurch sein Schmelzpunkt 
nicht verindert wurde. Sein Molekulargewicht ergab sich 
durch die Gefrierpunktsmethode zu 376 (theoretisch 350). Es 
war bei Erwirmen im Vakuum auf 60—70° nicht mit Wasser- 
dampfen fliichtig. Dies war von Wichtigkeit fiir die unten 
beschriebene Methode der Anreicherung von Aldol im Harn 
durch Kinengung im Vakuum. 

Leicht léslich war das Aldolmedon in Alkalien, Alkohol, 
Eisessig, Aceton und Chloroform, ziemlich gut léslich in Ather 
und Benzol. Schwer léslich war es auBer in kaltem und 


") Um hiiufig wiederkehrende lange Namen zu vermeiden, méchte 
ich die Aldoldimedonverbindung ,,Aldolmedon“, die Crotonaldehyddi- 
medonverbindung ,,Crotonmedon“ usw. nennen. Um Verwechslungen 
des Neuberg’schen ,,Aldomedons“ mit dem ,,Aldolmedon“ vorzubeugen, 
nenne ich ersteres ,,Acetaldomedon“. 
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heiBem Wasser’) in Ligroin und Schwefelkohlenstoff. Doch 
war es in letzterem, falls geniigend kleinkrystallinisch, sehr 
leicht suspendierbar. Dasselbe Verhalten gegen all diese 
Lésungsmittel zeigten auch die anderen oben beschriebenen, 
bei den verschiedenen Arten umzukrystallisieren usw. erhalte- 
nen Produkte einschlieBlich des Crotonmedons, von dem weiter 
unten noch die Rede sein wird. 

Durch 8 stiindiges Erhitzen im zugeschmolzenen Réhrchen 
mit Eisessig bei 100° wurde das Aldolmedon in ein offenbar 
ziemlich stark wasserlésliches Produkt verwandelt, das beim 
Verdiinnen des Kisessigs mit Wasser nur eine voriibergehende 
Triitbung verursachte und sich schnell im zugesetzten H,O wieder 
léste. Auf seine Weiterverarbeitung wurde verzichtet, vor 
allem auch da anzunehmen war, daB es mit dem von M. P. Neu- 
mann’) als ebenfalls ziemlich wasserléslich beschriebenen An- 
hydrid des Crotonmedons vielleicht identisch sei. 

Um die Empfindlichkeit der Reaktion mit Dimedon auf 
Aldol selbst direkt zu priifen, wurden in Reagensréhrchen je 30 ccm 
Wasser mit 0,25 ccm einer 10°/, igen Dimedonlésung versetzt 
und steigend zu den einzelnen Portionen je 1, 2, 3 usw. Tropfen 
einer mit frisch bereitetem Aldol hergestellten 1°/, igen Aldol- 
losung gegeben. AuBerdem wurde zu jedem Ansatz noch etwas 
Kochsalz zur Beférderung der Ausfallung hinzugefiigt. Nach 
mehreren Tagen zeigten von dem mit 5 Tropfen Aldollésung 
versetzten Réhrchen an aufwirts alle Réhrchen deutliche Aus- 
fallung von Krystillchen, die zum Teil an der Oberfliche der 
Fliissigkeit schwammen. Hieraus berechnet sich eine Genauig- 
keit der Reaktion von 1:10000 trotz des zugesetzten, auf das 
Reaktionsprodukt lésend einwirkenden Alkohols.’) 





1) Durch einen orientierenden Versuch wurde die Léslichkeit von 
Aldolmedon in H,O von Zimmertemperatur als ungefihr in der GréBen- 
ordnung von 0,010—0,0i2 auf 100 cem H,O liegend festgestellt. In der 
Hitze war die Léslichkeit in H,O nicht merklich vermehrt. 

) 2.00. 6.41. 

°) Auf einem Ausfallen von Dimedon konnten die beobachteten 
Ausfiillungen deshalb nicht beruhen, weil, wie schon oben angegeben, 
Dimedon im Verhiltnis 0,4: 100 in H,O léslich ist und hier nur 0,025 ¢g 
auf 30 cem zugegeben waren. 
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Da Aldol, wie schon mehrfach erwihnt, bereits bei 
80-——85° unter Wasserabgabe in Crotonaldehyd iibergeht, war 
auch. die Kenntnis der Eigenschaften des ,,Crotonmedons* zur 
Lésung unserer Aufgabe von Wichtigkeit. Diese Verbindung 
nebst ihrem Anhydrid war schon von Neumann!) dargestellt 
und das Crotonmedon als eine Verbindung von 4uBerst ge- 
ringer Léslichkeit in Wasser und einem Schmelzpunkt von 
183° erkannt worden. Ich stellte mir Crotonaldehyd durch 
langsame Destillation von Aldol bei 80—85° und nach- 
folgende Rektifikation des Produktes her und fallte mit Di- 
medon die betreffende Verbindung aus. Bei einem Uberschu8 
von Crotonaldehyd erfolgte die Reaktion unter Ausscheidung 
dliger, schlecht sich in krystallinische Form umlagernder Tropf- 
chen, weshalb die Kondensation mit aquivalenten Mengen 
wiederholt wurde. Das ausfallende, den richtigen Schmelz- 
punkt von 183° zeigende Produkt wurde in seinem Verhalten 
gegen Lésungsmittel genau gepriift, wobei sich gleiche Kigen- 
schaften ergaben wie beim Aldolmedon, d. h. leichte Léslich- 
keit in den meisten organischen Liésungsmitteln mit Ausnahme 
des Ligroins und Schwefelkohlenstoffes, in welch letzterem 
die Verbindung ebenfalls leicht suspendierbar war. Bei 
erhohter Temperatur zeigte die Substanz eine merklich, aber 
immer noch minimal erhéhte Léslichkeit in Wasser. 

Um die Trennungsméglichkeiten des Aldol- und Croton- 
medons von den anderen etwa aus dem Harn oder seinen 
Destillaten mit ausfallenden Kondensationsprodukten von Di- 
medon mit Aldehyden zu studieren, wurden noch die Produkte 
mit Acetaldehyd, Furfurol und Glyoxylsaure hergestellt. 

Acetaldomedon zunaichst erwies sich als in Li- 
groin sehr leicht léslich. 

Mit dem Auftreten von Furfurol muSte in den Harn- 
destillaten gerechnet werden, da es sich stets beim Erhitzen 
oder Destillieren bei saurer Reaktion aus der Glykuronsiure 
des Harns zu bilden pflegt. Sein Kondensationsprodukt mit 
Dimedon war ebenfalls schon bekannt.”) Es fallt zunichst als 


—_—_—— 
re 


‘) M. P. Neumann, a.a. O. S. 41. 
*) H. Volkholz, a.a.O. S. 26. 
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gelbgriinliches Ol aus, das bald krystallinisch wird (Schmelzp. 148 
bis 150°). Die Mutterlauge firbt sich, besonders schén bei 
FurfuroliiberschuB, bei der Ausfaillung zunichst gelb, dann 
rot. Das Kondensationsprodukt selbst zeigt sowohl beim Aus- 
fallen als auch beim Umkrystallisieren, vor allem aber beim Er- 
warmen in Lésung, Neigung zur Ausscheidung eines schwarzen, 
dligen K6rpers, der bald erstarrt. Eine ahnliche Erscheinung 
wurde von dem ersten Darsteller H. Volkholz*) schon bei 
Herstellung des Anhydrids beobachtet. Die Léslichkeit des 
»/urfurolmedons“ in Wasser ist ebenfalls auferordentlich ge- 
ring. AuBer den von H. Volkholz angegebenen guten Lésungs- 
mitteln, Soda, Alkohol, EHisessig, Benzol, Chloroform, fand ich 
noch Ather, Aceton und Schwefelkohlenstoff. In Ligroin léste 
es sich nicht mit der Schnelligkeit wie Acetaldomedon, aber 
bei etwas Schiitteln doch in betrichtlichem MaBe. 

Weiter muBte mit der eventuellen Anwesenheit von Gly- 
oxylsiure im Harn gerechnet werden, da Hofbauer ihr Vor- 
handensein im Harn von Schwangeren sehr wahrscheinlich 
gemacht hatte’), wenn auch Granstr6ém sie in den verschie- 
densten anderen Harnen mit exakten Methoden nicht nachzu- 
weisen vermochte.’) Ihre Dimedonverbindung war ebentalls schon 
bekannt.‘) Sie ist sehr schwer léslich in Wasser, schwer léslich 
in Ather und Petrolither, leicht léslich in Alkohol, Kisessig und 
Chloroform. Besonders festgestellt wurde noch ihre Schwerlés- 
lichkeit in Ligroin und Schwefelkohlenstoff. Schmelzp.208—209°. 

Die von Vorlinder und seinen Mitarbeitern genau unter- 
suchte Formaldehydverbindung des Dimedons®) wurde eben- 
falls hergestellt und auf ihr Verhalten gegeniiber einigen 
Lésungsmitteln gepriift. Sie war auch schwer liéslich in Ligroin. 
Doch brauchte mit dem Vorhandensein von Formaldehyd im 
Harn und seinen Destillaten nach negativ ausgefallenen Unter- 





8} ws MD. 

*) Zs. f. physiol. Chem. Bd. 52, 8. 425 (1907). 

*) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 11, S. 139 (1908). 
*) H. Volkholz, a. a. O. S. 28. 


5) Vorlinder und Erig, a. a. 0.; C. thle, a. a. 0O.; H. Volk- 
holz, aa. QO. 
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suchungen von W. Stepp mit der sehr cmpfindlichen Milch- 
probe so gut wie nicht gerechnet zu werden. 

Um nun die Méglichkeit einer Trennung z. B. des Croton- 
medons vom Acetaldomedon vermittelst Ligroin auszuprobieren, 
wurde folgender Versuch gemacht: Je eine Messerspitze Croton- 
medon und Acetaldomedon wurden in einer kleinen Reibschale 
innig miteinander verrieben, dann mit etwas Ligroin verriihrt 
und das Ganze filtriert. Der auf dem Filter gebliebene Riick- 
stand wurde noch 3mal mit Ligroin nachgewaschen. Nach 
dem Trocknen des Riickstandes zeigte dieser den richtigen 
Schmelzpunkt des Crotonmedons (183°). Das in Lésung ge- 
gangene Acetaldomedon im Filtrat zeigte nach dem Verfliegen 
des Ligroins einen Schmelzpunkt von 130° (gegeniiber 138 
bis 189° der reinen Substanz), war also offenbar durch ge- 
ringe Mengen sich doch gelést habenden Crotonmedons verun- 
reinigt. 

Auf entsprechende Weise wurde festgestellt, da8 Ligroin, in 
dem auch das Dimedon selbst sehr schwer léslich ist, sich auch 
als sehr geeignet zur Trennung von Dimedon und Acetaldo- 
medon erwies. Dimedon zeigte sich weiter schwer léslich, aber, 
zu feinem Pulver zerrieben, leicht suspendierbar in Schwefel 
kohlenstoff. Seine Schwerléslichkeit in Ather war schon durch 
Vorlander und Erig (s. 0.) festgestellt. 

SchlieBlich wurde noch von folgenden Stoffen, die im Harn 
oder seinen Destillaten bestimmt vorkommen, bzw. eventuell 
vorkommen kénnten, besonders festgestellt, daB sie mit Dimedon 
in waBriger Lésung bei Zimmertemperatur nicht reagieren: 
f-Oxybuttersiure, Crotonsiure, Essigséure, Harnsiure, Acet- 
essigsiure und Ameisensiure. Fiir Aceton und Glykose war 
dies schon von C. [hle (a. a. O.) festgestellt, fiir Brenztrauben- 
siure von Neuberg und Reinfurth (a. a. O.). Diese samt- 
lichen Stoffe wurden auch auf eine eventuelle Hinderung der 
Aldehydfallung mit Dimedon gepriift. Diese ist fir Alkohol und 
vor allem Aceton bekannt?) und leicht erklarlich (gute Lésungs- 
mittel). Sie wurde auBerdem in leichterem Grade gefunden fiir 


































') Stepp und Feulgen, a. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 
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Glykose, wihrend Ameisensiure die Ausfillung neben dem 
Kontrollversuch zwar deutlich verlangsamte, aber nicht zu 
vermindern schien. 


II. Versuche zum Nachweis von Aldol und Glyoxylsaure 
im Diabetikerharn. 


Zunichst wurde probeweise 1/, Liter Harn eines schweren 
Diabetesfalles mit 0,1 g Dimedon, geldst in 1 ccm 80°, igen 
Alkohols, versetzt und unter Luftabschlu8 mehrere Tage bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Wie zu erwarten, trat 
keine Fillung ein. 

In einem weiteren Versuche') wurde wieder '/, Liter 
Diabetikerharn mit 0,1 g Dimedon, in 1 ccm Alkohol gelist, 
versetzt. Nach 1stiindigem Stehen wurden durch Hindurch- 
leiten von Luft im Vakuum (25 mm) dem Urin Alkohol und 
Aceton entzogen und dann die Loésung wieder unter Luft- 
abschlu8 bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach ca. 
8 Tagen zeigte sich ein ganz geringer, nicht weiter ver- 
arbeitungsfahiger Niederschlag. 

Kin dritter Versuch basierte auf der bekannten Kigen- 
schaft des Aldols, bei 80—100° in Crotonaldehyd iiberzugehen, 
und auf der sehr groBen Fliichtigkeit des letzteren mit Wasser- 
diimpfen. Es wurden hierbei 15 Liter Diabetikerharn von drei 
Aceton ausscheidenden Diabetikern in mehreren Tagen hinter- 
einander portionsweise mit Wasserdampf destilliert Jede Wasser- 
dampfdestillation wurde wegen der Eigenschaft des Crotonalde- 
hyds, aus der Luft Sauerstoff anzuziehen, so gehandhabt, daf 
der Wasserdampfentwicklungskolben erst an das EKinleitungs- 
rohr angeschlossen wurde, wenn alle Luft aus dem Entwick- 
jungsgefi8 durch den Wasserdampf ausgetrieben war. Es 
sollte hierdurch ein iiberfliissiges Hindurchleiten von Luft durch 
den Harn vermieden werden. Die Vorlage war luftdicht an 
den Kiihler angeschlossen und kommunizierte mit der AuBen- 
Juft nur durch eine ganz enge Offnung. Alsdann wurde lang- 





1) Selbstverstiindlich wurden bei allen Versuchen nur saure Harne 
verwendet und darauf geachtet, daB wihrend der ganzen Versuche die 
sanre Reaktion erhalten blieb. 
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sam) destilliert, bis die Flissigkeit in der Vorlage etwas iiber 
1/', des jedesmal verwendeten Harnvolumens betrug. Da das 
Destillat starke Neigung zeigte, eine leichte alkalische Reaktion 
anzunehmen, trotzdem die verwandten Harne stets sauer waren, 
wurden in die Vorlage vor jeder Destillation einige ccm ver- 
diinnte Essigsiiure gegeben. Diese geniigten stets zur Er- 
zeugung von saurer Reaktion des Destillates. Die gewonnenen 
Destillate wurden in mit Gummistopfen verschlossene Flaschen 
so eingefiillt, daB sich zwischen Stopfen und Fliissigkeit keine 
Luft mehr befand, und so im Ejisschrank aufbewahrt. Nach- 
dem die 15 Liter verarbeitet waren, wurden die Destillate zu- 
sammen in einen 5 Literkolben gegeben und in der genau 
entsprechenden Art wieder mit Wasserdampf destilliert. Dabei 
wurden aber die ersten, zweiten, dritten usw. iibergehenden 
30 ccm jedesmal besonders in Vorlagen mit etwas verdiinnter 
Essigsiure aufgefangen. Jeder Portion wurde eine kleine 
Probe entnommen und mit etwas frisch bereitetem Tollens- 
schen Reagens versetzt. Die Proben aus den ersten vier 
Portionen zeigten alle reduzierende Wirkung schon in der 
Kalte, und zwar die aus der ersten Portion eine relativ starke, 
die aus der vierten nur eine schwach angedeutete nach langerem 
Stehen. Darauf wurden die restlichen Hauptanteile der wasser- 
klaren Destillate sofort mit je 0,1 g Dimedon, gelést in 1 ccm 
80°/,igen Alkoholes, und etwas Kochsalz versetzt. Die erste 
Portion zeigte bald eine leichte weiBe Triibung, die zweite 
eine ebensolche, aber schon wesentlich schwichere, bei der 
dritten und vierten Portion endlich war von einer Triibung 
kaum etwas oder nichts mehr zu sehen. Es wurden nun der 
Reihe nach aus den einzelnen Portionen durch 8 stiindiges 
Hindurchleiten eines indifferenten Gases (CO,) Aceton und 
Alkohol ausgetrieben. Dabei vertiefte sich die Triibung, vor 
allem der ersten Portion, wohl etwas, doch blieb sie immer 
noch schwach, und zu einer eigentlichen Ausfillung kam es 
auch nach mehrtégigem Stehen nicht. 

Es wurde nun die Halfte der ersten Portion eine halbe 


1) Da Aldol sich bei 100° nicht plétzlich, sondern allmiahlich in 
Crotonaldehyd verwandelt. 
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Stunde kriftig mit Ligroin ausgeschiittelt und dann 12 Stunden 
in geschlossener Flasche stehen gelassen. Am anderen Tage 
war die Triibung in dem ausgeschiittelten Anteil gegeniiber 
dem nichtausgeschiittelten wohl merklich geringer geworden, 
aber nicht voéllig verschwunden, ein Zeichen, daB die auf Di- 
medonzusatz eingetretene Triibung zum Teil aus einem in 
Ligroin schwer léslichen K6érper bestehen mufte und Acet- 
aldomedon und Furfurolmedon fiir einen Teil der Tribung 
jedenfalls auszuschlieBen waren. 

In einem Kontrollversuch wurden in 25 ccm H,O 0,1 g 
Dimedon gelést, etwas NaCl zugesetzt und ebenfalls mit Ligroin 
ausgeschiittelt. Sowohl vor, als auch nach dem Ausschiitteln 
war keine Triibung zu bemerken. Zwei besondere entsprechende 
Versuche zeigten, daB in Wasser suspendiertes Acetaldomedon 
und Furfuro]medon sich leicht mit Ligroin ausschiitteln lassen.’) 

SchlieBlich wurde die ganze, soeben beschriebene Versuchs- 
reihe noch einmal in genau der entsprechenden Weise mit 
10 Litern Diabetikerharn wiederholt, wobei besonders darauf 
geachtet wurde, daf der Harn stets méglichst frisch gelassen war. 
Die am SchluB dieser Reihe beobachteten Ergebnisse waren 
genau dieselben, wie bei der vorigen. 

Es war nun daran zu denken, daB der in Ligroin un- 
lésliche Anteil der Dimedonfillung im Wasserdampfdestillat 
unter Umstiinden Glyoxylsiuredimedon sei. Es konnte sich 
hier, auch wenn Glyoxylsiure etwa in merklicher Menge in 
den verwandten Harnen vorhanden war, nur um. geringe 
Spuren handeln (die ja auch nur zur Untersuchung vorlagen), 
da Glyoxylsiure aus verdiinnten Lésungen nur sehr schlecht 
mit Wasserdampf fliichtig ist.2) Um etwaige Glyoxylsaure 
zu finden, wurde folgender Versuch gemacht: Die Aus- 
fallungen (d. h. die getriibten Fliissigkeiten) wurden zusammen 





) Harndestillat ohne Dimedonzusatz mit NaCl zeigte beim Schiitteln 
mit Ligroin auch keine Triibung. In Wasser suspendierter Crotonmedon 
zeigte beim Schiitteln mit Ligroin starke Neigung in die Ligroinschicht 
{an deren Oberflichen) tiberzugehen, natiirlich ohne sich darin zu lésen. 

*) Debus, Liebigs Ann. Bd. 100, S. 12 (1856) Béttinger, Liebigs 
Ann. Bd. 198, 8. 207 (1879). 
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in ein Kélbchen gegeben, das oben einen Korken mit U-férmig 
gebogenem Rohr trug. Letzteres war mit einem ,,Kiihl- 
schweinchen“ armiert und reichte mit seinem anderen Ende 
in eine, in einem gut gekiihlten Kélbchen befindliche, kleine 
Menge frisch bereiteten, verdiinnten Tollensschen Reagenses. 
Nun wurde das erste Kélbchen erhitzt und ca. 1/, des Volumens 
der sauer reagierenden Wasserdampfdestillate abdestilliert. In 
der Vorlage trat eine relativ starke Ausfillung von metallischem 
Silber ein. Nach beendigter Destillation wurde das Destillat 
nochmals frisch mit NH, versetzt, bis es deutlich danach roch, 
und einige Zeit erwarmt. MHierbei verstiirkte sich die Silber- 
ausfallung noch wesentlich, Nach Abkihlung und erneutem 
Ammoniakzusatz wurde vom ausgefallenen Silber abfiltriert 
und das Destillat mit einem Tropfen Calciumnitratlisung ver- 
setzt. Es trat keine Ausfillung von Calciumoxalat ein. Diese 
hitte, falls sich ,,Glyoxylsiuremedon“ in der destillierten triiben 
Flissigkeit befand, eintreten miissen. Die Aldehyddimedon- 
verbindungen werden namlich durch Wasserdampf wieder ge- 
spalten.’) So etwa abgespaltene Glyoxylsiure wire dann mit 
den Wasserdimpfen, wenigstens in kleinerer Menge, in die 
Vorlage tibergegangen und dort zu Oxalsiure oxydiert worden 
Die Anwesenheit von ,,Glyoxylsiuremedon“ konnte also hier 
wegen der enormen Schirfe der Calciumoxalatprobe aus- 
geschlossen werden. 

Die starke Reduktion in der Vorlage mit Tollensschem 
Reagens war zum Teil auf das bei dieser Spaltung stets mit 
iibergehende?) in der Warme ebenfalls gut reduzierende Di- 
medon zuriickzufiihren. 

Wenn wir, bevor wir weitergehen, kurz die Ergebnisse 
der letzten zwei Versuchsreihen zusammenfassen, so ist dadurch 
zunachst festgestellt, daB im sauren Diabetikerharn von 
Acetonurikern in minimalen Mengen ein exquisit mit 
Wasserdampf flichtiger (wegen der Bevorzugung der zuerst 
iibergehenden Portionen) Kérper vorhanden ist, der mit Di- 
medon deutlich reagiert und ammoniakalische Silber- 





1) C. Ihle, a.a.O. 8. 11. 
*) a. a. O. 
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loésung reduziert, also aldehydartig ist. Fir einen Teil 
dieses Kérpers, nimlich den, dessen Reaktionsprodukt mit 
Dimedon in Ligroin schwer léslich ist, kann man Acet- 
aldehyd, fiir dessen Anreicherung das verwandte Destillations- 
verfahren auch ungiinstig war), und aus Glykuronsiure 
entstandenes Furfurol ausschlieBen. Da Glyoxylsaure 
ebenfalls ausgeschlossen werden konnte, liegt die 
Annahme nahe, daB es sich u. U. um aus Aldol ent- 
standenen Crotonaldehyd handele, allerdings in so ge- 
ringen Mengen, daB man leicht den Kinwand erheben kann, 
er kénne aus Aldol entstanden sein, das sich nachtriglich aus 
dem bestimmt vorhandenen Acetaldehyd auch bei saurer Reak- 
tion gebildet habe. 

Zum SchluB méchte ich noch eine andere Versuchsreihe, 
die ich neben den beiden vorigen ausfihrte, kurz besprechen. 
Hierbei wurden 15 Liter Diabetikerharn nach und nach in 
einem 3 Liter-Claisenkolben im Vakuum bei 48—60° all- 
mihlich auf */, Liter eingeengt. Jeder Portion sauren Harnes 
wurden, bevor sie in den Kolben gegeben wurde, 0,2 g Di- 
medon pro Liter zugesetzt. Die Siedecapillare wurde mit 
Luft gespeist, die zur Fernhaltung des Sauerstoffs eine groBe 
Waschflasche mit alkalischer Progallollésung passiert hatte. 
Deren Beschickung wurde jeden Abend und Morgen erneuert. 
Die ganze Einengung dauerte ca. 8 Tage. Nach beendigter 
EKinengung wurde zunichst vom Ausgefallenen abfiltriert und 
der Filterriickstand mit 80°/,igem warmen Alkohol 3—4 mal 
ausgezogen. Nach dem Abdunsten des Alkohols hinterblieb 
eine glykosehaltige braune Schmiere, die wieder mit Wasser 
zur Entfernung der wasserléslichen Teile ausgewaschen wurde. 
Der sehr kleine Riickstand wurde mit wenig Alkohol auf- 
genommen und gab beim Verdiinnen mit Wasser nur eine 
ganz minimale Fiallung. 

Da vorher (s. 0.) festgestellt war, daB Glykose die Aus- 
fallung der Aldehyddimedonverbindungen offenbar etwas hindert, 
was in dem dickfliissigen Kinengungsriickstand, ganz abgesehen 





1) Wegen der sehr groBen Fliichtigkeit des Acetaldehydes bei Zimmer- 
temperatur (Siedepunkt: 20,8° C.). 
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von seinen sonstigen Bestandteilen, sicher besonders der Fall 
war, entschloB ich mich, den ganzen Einengungsriickstand zu 
extrahieren. Ausschiittelungsversuche an kleineren Proben mit 
Ather und Chloroform fihrten zu keinem rechten Erfolg. Be- 
sonders stark bei der Atherextraktion bildete sich an der 
Grenze Wasser—Ather eine geleeartige, glasige Masse, die 
stark ather- und wasserhaltig war, und die Trennung der 
Fliissigkeitsschichten sehr erschwerte. AuBerdem fand sich 
auch in den Riickstainden der einfachen Ausziige (beim 
Atherauszug natiirlich nach dem Trocknen mit Calcium- 
chlorid) nur eine ganz minimale Menge braunschmieriger 
Substanz. 

Es wurde deshalb der ganze EHinengungsriickstand im 
Lindschen Apparat regelrecht mit Ather extrahiert. Von der 
sich bildenden geleeartigen Masse wurde nach lingerer Extrak- 
tion die extrahierte wiBrige Lisung méglichst abzentrifugiert 
und die glasige Masse nochmals im Lindschen Apparat fir 
sich ausgezogen. Dann wurde aus ihr nochmals méglichst viel 
wiBrige Lésung abgeschleudert, der Rest der Schmiermasse 
zum Atherextrakt gegeben und dieser mit Calciumchlorid ge- 
trocknet. Hierbei verbackte sich die Schmiere mit dem Calcium- 
chlorid. Der getrocknete Atherauszug hinterlieB beim Ab- 
destillieren einen gréBeren, sehr scharf und stechend riechen- 
den, rotbraun gefirbten Riickstand, in dem ein offenbar sehr 
leicht verfliegender Kérper sich befand, der schon bei Wasser- 
badtemperatur z. B. reichlich in glinzend blattrigen Krystallen 
nach kithleren Stellen des GefiBes sublimierte. Dieser Ather- 
riickstand liste sich fast restlos in Alkohol und lieB daraus 
beim Verdiinnen mit Wasser einen reichlichen, etwas schmutzig 
weiBen Niederschlag fallen. Dieser léste sich nach dem Ab- 
filtrieren fast ganz in Ligroin, wenn man nur geniigend damit 
verrieb. Der dabei verbleibende Riickstand wurde in Alkohol 
gelést und gab beim Verdiinnen mit Wasser eine wegen ihrer ge- 
ringen Menge nicht weiter verarbeitbare Ausfallung, von der 
also nicht entschieden werden konnte, ob sie aus Crotonmedon 
oder aus etwa ungeldst gebliebenem Furfurolmedon, das im 
Ligroinauszug (s. u.) gefunden wurde, bestand. Glyoxylsiure 
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kam hier weniger in Frage, da ihr Dimedonderivat in Ather 
sehr schwer léslich ist. 

Aus dem Ligroinauszug wurde das Ligroin verfliegen ge- 
lassen. Dabei zeigte sich, daB der oben beschriebene stechend 
riechende, leicht fliichtige Bestandteil sich mit im Ligrojin ge- 
lést hatte. Der Riickstand vom Ligroinauszug hatte nimlich 
denselben stechenden Geruch und wurde unter den Hinden 
durch Verfliegen merklich weniger. 

Der leicht fliichtige Kérper wurde durch Erwirmen auf 
dem Wasserbad ganz verjagt, was in 20 Minuten der Fall zu 
sein schien*), und der Riickstand aus Alkohol durch vorsichtiges 
Verdiinnen mit H,O umkrystallisiert. Dabei schied sich neben 
einer kleinen, nicht ganz weiBen Fallung das schwarze, oben 
fir sein Auftreten beim Operieren mit Furfurolmedon als 
charakteristisch beschriebene Ol in grdBeren Tropfen aus, die 
bald fest wurden. Die schwarzen Massen wurden entfernt 
und der geringe, helle, zuriickbleibende Niederschlag kurz?) 
mit Ligroin ausgezogen. Nach dem Verfliegenlassen des Ligroins 
aus dem Auszug wurde dessen Riickstand vorsichtig nochmals 
aus Alkohol umkrystallisiert. Das minimale noch resultierende 
Produkt zeigte dann nach dem Trocknen einen Schmelzpunkt 
von 136°. 

Trotzdem die Menge zu gering zu weiterem Umkrystalli- 
sieren war, darf man diesen Befund wohl als neuerliche Be- 
stitigung des von Stepp und Feulgen’*) festgestellten /or- 
kommens von Acetaldehyd im Diabetikerharn auffassen, da 
der Schmelzpunkt des Acetaldomedons bei 188—139° liegt. 
Das Verfahren der Vakuumeinengung diirfte allerdings wegen 
der geringen Menge des gefundenen Stoffs als fir die Ge- 
winnung von Acetaldomedon ungeeignet bezeichnet werden. 
Vielleicht tritt bei der Temperatur von 45—60° doch eine 





1) Hierbei muBte etwa vorhandenes Acetaldomedon durch Verfliegen 
geringe Verluste erleiden. C. Ihle a.a.O. S. 15. 

2) Um das sehr schnell in Ligroin lésliche Acetaldomedon von 
dem sich nur langsam darin lésenden Furfurolmedon zu trennen. 


8) a. a, O 
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leichte Spaltung des Acetaldomedons und damit eine Ver- 
fliichtigung von Acetaldehyd ein. 

Diese selben Bedenken konnten hier auch unter Um- 
stiinden fiir die erstrebte Anreicherung von Aldol- (und event. 
Glyoxylsiure-)medon gelten. Doch war fiir das Aldolmedon 
oben ja besonders festgestellt, daS es im Vakuum bis zu 70° 
hinauf mit Wasserdimpfen nicht in beobachtbarer Menge 
tliichtig war. 

Uber die Natur des stechend riechenden, leicht flichtigen 
Kérpers (s. 0.) vermag ich vorliufig nichts auszusagen. 

Um nach etwaigem Glyoxylsiuredimedon, das, wie gesagt, 
in Ather schwer léslich ist, zu suchen, wurde der Riickstand 
des Atherextraktes und die Harneinengung selbst nochmals 
griindlich mit Chloroform ausgeschiittelt. Auch hierbei bildete 
sich eine glasige Schmiere, die nach Abzentrifugierung zum 
Chloroformauszug zugegeben wurde und auf reichlichen Calcium- 
chloridzusatz verschwand. Nach Abdestillieren des Chloro- 
forms aus dem Extrakt und Verfliegenlassen seiner letzten 
Anteile hinterblieb ein geringer Riickstand, der auBerdem noch 
zum gréBten Teile wasserléslich war. Der sich in Wasser 
nicht lésende Anteil wurde in Alkohol aufgenommen und gab 
beim Zusatz von H,O eine geringe Triibung. 

Die Fliissigkeit mit der Triibung wurde mit einem Tropfen 
Kssigsiure angesiiuert und in der oben beschriebenen Weise 
in Tollenssches Reagens hineindestilliert. Auch hier lief 
sich hinterher in der Vorlage, nach zu Ende gefiihrter Oxy- 
dation der iibergegangenen reduzierenden Substanzen, keine 
Oxalsiiure nachweisen. Glyoxylsiuremedon war also auch 
hier auszuschlieBen. 

Damit war eine wesentliche Bestitigung der Unter- 
suchungen von Granstrém), der mit exakten Untersuchungen 
an kleineren Mengen ('/,—1 Liter) aller méglichen Harne, die 
vollkommene Abwesenheit von Glyoxylsiure im normalen und 
pathologischen Harn sehr wahrscheinlich gemacht hat, durch 


1) Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 11, 8. 139 (1908). 
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Untersuchung von gréBeren Mengen (10—15 Liter) auf zwei 
verschiedenen Wegen fiir Diabetikerharn gegeben. 

Fiir Aldol zeigt auch die letzte Versuchsreihe, in Uber- 
einstimmung mit den beiden vorangehenden, daf es in merk- 
licher Menge fiir (sauren) Diabetikerharn sicher auszuschlieBen, 
seine Anwesenheit in ganz minimalen Mengen im (sauren) Dia- 
betikerharn aber méglich ist. Versuche zur Gewinnung des 
raglichen Aldols bzw. Crotonaldehydes aus groBen Mengen 
Harn und von anderen Fallen sind im Gange, und hoffe ich, 
in kurzer Zeit dariiber berichten zu kénnen. Uber die Deu- 
tung der Entstehung der also u. U. vorhandenen so geringen 
Aldolmengen im Diabetikerharn vgl. oben (S. 16). 


Kurze Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


J. Es wurde eine Methode aufgefunden, um Acetaldehyd 
und Furfurol von Aldol, Crotonaldehyd und Glyoxylsiure zu 
trennen. 

IJ. Hierbei wurde als neuer Kérper das_,,Aldolmedon“ 
(Anhydroaldolbisdimethylhydroresorcin) dargestellt und seine 
Kigenschaften studiert. 

III. Es wurde im Diabetikerharn von ziemlich schweren 
Fallen in sehr minimalen Mengen ein mit Wasserdampf aus- 
gesprochen fliichtiger, aldehydartiger Kérper aufgefunden, fiir 
den Acetaldehyd, Furfurol und Glyoxylsiiure ausgeschlossen 
werden konnten, und der seinem Verhalten nach u. U. als aus 
Aldol entstandener Crotonaldehyd anzusprechen ist. 

Das Vorkommen von Aldol in merklichen Mengen 
konnte fiir die untersuchten 3 Diabetesfille ausgeschlossen 
werden. 

IV. Der von Stepp und Feulgen’) im Diabetikerharn 
in gréBeren Mengen aufgefundene Acetaldehyd wurde bei einer 
von dem von den beiden Forschern angewandten Gewinnungs- 
verfahren ginzlich abweichenden Versuchsanordnung erneut 
im Diabetikerharn nachgewiesen. 

V. Die Anwesenheit von Glyoxylsiure im Diabetiker- 
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harn konnte in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von 
Granstr6ém (s. 0.) ebenfalls ausgeschlossen werden. 


Die Anregung zu vorstehender Arbeit habe ich Herrn 
Prof. Dr. W. Stepp zu verdanken, dem auch an dieser Stelle 
meinen Dank fiir sein groBes Interesse an der Arbeit aus- 
zusprechen mir eine angenehme Pflicht ist. 

Herrn Geheimrat Prof. Dr. C. Voit méchte ich auch an 
dieser Stelle fiir die wohlwollende Uberlassung von Arbeits- 
gelegenheit und Material meinen besten Dank aussprechen. 


Giessen, den 18. Juli 1921. 











Uber Eiweifderivate basischer Natur. 
Von 


K. Felix. 





Aus dem Institut fir EiweiSforschung [Stiftung Fritz Behringer] Heidelberg. 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Juli 1921.) 


Im vergangenen Jahr habe ich auf Anregung von Herrn 
Prof. Kossel das Histon aus der Darmschleimhaut des Rindes 
dargestellt. Durch Untersuchungen von Fraulein Krasnos- 
selski) ist es bereits sehr wahrscheinlich gemacht worden, 
daB in der Darmschleimhaut ein Histon vorkommt. Bei der 
Darstellung desselben fiel auf, daB in dem Filtrat vom aus- 
gefallten Histon die Biuret- und Diazoreaktion immer noch 
stark positiv waren, Natriumpikrat und Phosphorwolframsiure 
noch eine Fallung gaben. Zunichst muBte vermutet werden, 
daB es sich um Histon handelte, welches der Fallung entgangen 
war. Es fehlte aber die charakteristische Reaktion auf Histone: 
Ammoniak erzeugte keinen Niederschlag. 

Die Art der Darstellung des Histons aus der Darmschleim- 
haut war kurz folgende. Die Schleimhaut wurde durch Alkohol 
und Ather entfettet, getrocknet, und gepulvert; und das Pulver 
mit verdiinnter Salzsiure extrahiert. Aus diesem Extrakt 
wurde das Histon nun auf zwei Arten gefallt: erstens mit 
Alkohol und Schwefelsiure und zweitens durch Sattigen mit 
Kochsalz. Nach der ersten Art erhielt man ein schwefel- 
und salzsaures alkoholisches Filtrat, und nach der zweiten 
ein mit Kochsalz gesittigtes salzsaures Filtrat. In beiden 
Filtraten waren die oben genannten Reaktionen positiv. Es 





1) Diese Zs. Bd. 49, 8. 322 (1906). 
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mubte sich demnach um einen Kérper handeln, der basischer 
Natur ist (Fallung mit Phosphorwolframsiure und Natrium- 
pikrat), sich nicht aussalzen und durch Ammoniak nicht 
fallen laBt. 

Zu seiner Isolierung konnten die Phosphorwolframsaure 
oder das Natriumpikrat dienen. In den ersten Versuchen 
wurden beide Wege eingeschlagen, und zwar sowohl beim 
alkoholischen Filtrat als auch beim salzsauren Filtrat. [Letz- 
teres konnte nicht direkt mit Natriumpikrat oder Phosphor- 
wolframsaiure versetzt werden, da der groBe Kochsalzgehalt 
stérte. Denn in einer gesittigten Kochsalzlésung sind Natrium- 
pikrat und auch Phosphorwolframsiiure unldslich. Der Uber- 
schuB des Kochsalzes muBte erst entfernt werden; dies geschah 
durch Eindampfen mehrmals hintereinander und _ schlieBlich 
Wiederverdiinnen mit Wasser.] 

Zur Isolierung mit Natriumpikrat wurde dieses bis zur 
bleibenden Triibung zugegeben. Zunichst entstanden feine 
Flocken, die sich dann am Boden und Glasstab zu schmierigen 
Massen zusammenballten und sich nur schwer filtrieren und 
waschen lieBen. Das Pikrat wurde durch Schwefelsiure und 
Ather von der Pikrinsaiure befreit, die Schwefelsiiure durch 
Baryt und dieser wieder durch Kohlensdiure entfernt. Durch 
mehrmaliges EKindampfen zur Trockne auf dem Wasserbad, 
Wiederaufnahme in kaltem Wasser und Filtrieren wurde das 
zurickgehaltene Barium herausgeschafft. SchlieBlich blieb ein 
Riickstand von zaher Konsistenz, der stark alkalisch reagierte. 

Die Isolierung mit Phosphorwolframsiure wurde in der 
iiblichen Weise ausgefiihrt: erst mit Schwefelsiure bis zu 
einem Gehalt von 5 Volumprozent versetzt, mit Phosphor- 
wolframsiure in geringem UberschuB gefallt, stehen gelassen 
und nach 48 Stunden abgesaugt und mit 5 volumprozentiger 
Schwefelsiure gewaschen. Das Phosphorwolframat wurde mit 
Baryt zerlegt und der UberschuB desselben durch Einleiten 
von Kohlensiure entfernt. Die weitere Behandlung war dann 
die gleiche wie oben. Es wurde wieder ein Carbonat von 
denselben Eigenschaften erhalten. 

Mit diesen beiden Methoden wurde aus dem alkoholischen 
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und aus dem salzsauren Filtrat jedesmal der gleiche Kérper 
als Carbonat erhalten. Das Carbonat wurde in das Sulfat 
iibergefiihrt und dann mit Alkohol gefallt. 

Das Sulfat reagiert in wiBriger Lésung wegen der starken 
hydrolytischen Dissoziation sauer. Es la8t sich auf dem Wasser- 
bad und im Exsiccator leicht trocknen und zu einem etwas 
gelblich gefarbten Pulver verreiben. An der Luft zieht das 
Pulver Wasser an und wird zu einer zihen schmierigen Masse. 
Mit Natronlauge und Kupfersulfat gibt es eine schéne rot- 
violette Farbung. Die Paulysche Diazoreaktion ist stark 
positiv. Millons Reagens gibt keine Rotfarbung, ebenso ist 
auch die Reaktion auf Tryptophan mit Glyoxylsiure negativ. 
Mit Natronlauge, Ammoniak und konzentrierter Salpetersiure 
entsteht kein Niederschlag, auch aus konzentrierten Lésungen 
nicht. Die Schwefelbleireaktion ist negativ. Ferrocyankalium 
erzeugt weder in neutraler noch in essigsaurer Liésung einen 
Niederschlag. 

Nach diesen Eigenschaften mute man einen komplizierter 
zusammengesetzten Stoff vermuten. Diese Vermutung wurde 
bestitigt dadurch, daB der freie Aminostickstoff von rund 
30 °/, des Gesamtstickstoffs der unzersetzten Substanz auf 
rund 84°/, nach 12stiindigem Kochen mit 50°/, Schwefel- 
siure anstieg. Es miissen also in dem Kérper mehrere Amino- 
siuren, namentlich Diaminosduren vorkommen. 

Die stark alkalische Reaktion des Carbonates laBt einen 
zunaichst an eine Substanz denken, die den Protaminen oder 
Histonen nahesteht. Protamine sind allerdings bisher nur bei 
Fischen aufgefunden worden. Nelson?) hat zwar aus der 
Thymusdriise einen Stoff, das Thymanin, isoliert, der ein 
Protamin sein soll. 

Die Eigenschaften dieses Stoffs, auf Grund deren er ihn 
zu den Protaminen rechnet, sind aber zu wenig charakteristisch. 
Sie beschrinken sich auf die elementare Zusammensetzung, 
die Liéslichkeit in Kupferchlorid und das Fehlen der Millon- 
schen Reaktion. Aus der elementaren Zusammensetzung eines 





1) Arch. fiir exp. Path. u. Pharm. Bd. 59, S. 336 (1908). 
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KiweiBkérpers la8t sich iiber seine Zugehérigkeit zu irgend- 
einer Gruppe der Proteine nichts aussagen. Die charakte- 
ristische Kigenschaft der Protamine ist der hohe Gehalt an 
Hexonbasen, vor allem an Arginin. Die Basen enthalten un- 
gefahr 60—89°/, des gesamten Stickstoffs der Protamine. 
AuBerdem sind die Protamine widerstandsfahig gegen die 
Pepsinverdauung. Auch die Histone sind charakterisiert durch 
ihren relativ hohen Gehalt an Basenstickstoff, 30—40°/, des 
Gesamtstickstofis; 25 °/, etwa entfallen bei den meisten Histonen 
auf Arginin, der tibrige Teil verteilt sich auf Histidin (2—5 °/,) 
und Lysin (4—12°/,). Demnach enthalten also die Histone 
bedeutend mehr Monaminosiuren als die Protamine. Der 
Gehalt an Arginin ist bei ihnen innerhalb ziemlich enger 
Grenzen konstant, der an Histidin und noch mehr der an 
Lysin schwankt dagegen bei den einzelnen Histonarten. Auch 
sonst unterscheiden sich die Histone von den Protaminen. Sie 
werden durch Ammoniak gefaillt und mit Pepsinsalzsiure ver- 
daut. Um also zu wissen, ob ein Stoff den Protaminen oder 
Histonen zuzurechnen ist, mu’ man seinen Gehalt an Hexon- 
basen ermitteln. Fiir diese Bestimmung braucht man aller- 
dings gréBere Mengen Material. Ich trachtete zunachst mehr 
von diesem Stoff zu bekommen. Die Einzelheiten dariiber 
sind im experimentellen Teil angefiihrt, ebenso auch die Durch- 
fiihrung der Hexonbasenbestimmung. Das Ergebnis ist folgen- 
des: Der Gehalt an Basenstickstoff betrigt bei dem basischen 
Kérper aus der Darmschleimhaut rund 54°/, vom Gesamt- 
stickstoff und verteilt sich wie folgt auf die drei Hexonbasen: 
Arginin 26,4 °/,, Histidin 11°/,, Lysin 17°/,. Danach wiirde 
der Stoff den Protaminen niher stehen als den Histonen. Von 
jenen unterscheiden ihn aber folgende Eigenschaften: er gibt 
mit Ferrocyankalium keinen Niederschlag, auch mit Nuclein- 
siure und Wittepepton wird er nicht gefallt. Den Histonen 
kann er ebenfalls nicht zugerechnet werden, weil er durch 
Ammoniak nicht gefillt wird. Man kénnte dann noch an die 
Spaltprodukte dieser EiweiBkérper denken, die Protone und 
das Histopepton. DaB er ein Proton ist, ist nicht wahr- 
scheinlich, denn die Protone besitzen dieselbe prozentische 
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Zusammensetzung wie die Protamine. Sie sind genauer von 
Kossel: und seinen Mitarbeitern (Goto, Pringle)!) unter- 
sucht worden. Das Proton des Clupeins z. B. enthalt auf zwei 
Molekiile Arginin ein Molekiil einer Monoaminosiure. Am 
nichsten kommt dem unbekannten Stoff das Histopepton. Es 
ist von Kossel durch die Pepsinsalzsiureverdauung des Histons 
erhalten worden. Sein Basenstickstoff betragt 47°/, vom Ge- 
samtstickstoff. Im Arginin sind 26°/), im Histidin 4°/,, im 
Lysin 17°/, enthalten. Auch sonst hat es noch viele Kigen- 
schaften mit dem Kérper aus der Darmschleimhaut gemeinsam. 
Das Fehlen der Protaminreaktionen, die saure Reaktion des 
Sulfats und die starke alkalische Reaktion des Carbonats. Auf 
der anderen Seite sind aber doch wieder Unterschiede vor- 
handen, die nicht gestatten, ihn einfach als Histopepton an- 
zusprechen, daB er also gewissermaBen ein sekundires Produkt 
der autolytischen Verdauung der Kernsubstanz ist. An und 
fir sich liegt ja diese Annahme sehr nahe. Wahrscheinlicl 
stammt das Histon der Darmschleimhaut aus dem lymphoiden 
Gewebe daselbst. Aus ihm kann leicht nach dem Tode durch 
die Zellfermente Histopepton gebildet werden. Der fragliche 
Kérper enthalt aber kein Tyrosin. Dieses ist von Kossel als 
Bestandteil des Histopeptons nachgewiesen worden. Ferner 
laBt sich aus dem Hydrolysat des unbekannten Stoffs Ammoniak 
austreiben. Das Histopepton gibt keinen Ammoniakstickstoff 
ab. Allerdings méchte ich auf diesen Unterschied kein grofes 
Gewicht legen. Der Gehalt an Ammoniakstickstoff ist so 
gering (0,9°/,), daB er auch von kleinen Verunreinigungen 
herriithren kann. Entscheiden liBt sich diese Frage zurzeit 
nicht. Denn die Natur des Histopeptons ist auch noch nicht 
sicher festgestellt. Es ist sehr wohl méglich, daB das Histo- 
pepton ein Gemisch von Substanzen darstellt, deren eine 
vielleicht der fragliche Koérper sein kann. 

In diesem Zusammenhang ist noch auf die andere Frage 
einzugehen, ob es sich nicht iiberhaupt um einen Rest der 
Nahrung handelt, der von der Darmverdauung nicht bewiiltigt 





') Goto, Diese Zs. Bd. 37, 8. 94 (1902); Kossel u. Pringle, 
Diese Zs, Bd. 49, S. 807 (1906). 
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worden ist, also um etwas Ahnliches wie das Antipepton 
Kiihnes. Diese Vermutung erscheint noch besonders be- 
rechtigt durch den Umstand, da8 der Stoff durch Trypsin nicht 
abgebaut wird. Das Antipepton selbst kann es auf keinen 
Fall sein, denn das reagiert sauer. Auch sonst halte ich es 
nicht fiir wahrscheinlich, daB die Substanz ein Verdauungs- 
produkt ist. Dazu wurde sie zu regelmiBig und in immer 
ungefabr gleichen Mengen bei den einzelnen Tieren wieder- 
gefunden. 

Ks bliebe also nur noch iibrig, daB es ein Gewebsbestand- 
teil der Darmschleimhaut, eiweiBibnlicher Natur ist. Dann 
fragt sich aber, ob abhnliche Stoffe nicht auch in anderen Ge- 
weben vorkommen. In erster Linie mu dabei an die Lymph- 
driisen gedacht werden, da ja im Darm zahlreiche einzelne 
Lymphocyten und Lymphknoten vorkommen. Die Lymph- 
knoten wurden mehrmals daraufhin untersucht. Bei der Ver- 
arbeitung derselben wurde etwas anders vorgegangen. Aus 
dem salzsauren Extrakt des entfetteten Materials wurde das 
Histon der Lymphknoten, welches von Lilienfeld?) aut- 
gefunden wurde, zusammen mit den Erdphosphaten durch 
Natronlauge entfernt. Im Filtrat konnte durch Ammoniak 
kein Histon mehr nachgewiesen werden. Die weitere Be- 
handlung geschah mit Phosphorwolframsiiure, wie oben be- 
schrieben. 

Tatsaichlich konnte auch aus dem Lymphknoten eine Sub- 
stanz gewonnen werden, die sich ganz Ahnlich verhilt, wie die 
aus der Darmschleimhaut. Das Carbonat reagiert ebenfalls 
stark alkalisch, das Sulfat sauer, das trockene Pulver ist sehr 
hygroskopisch, bei der Biuretreaktion entsteht wieder die 
schéne, rotviolette Farbe. Dagegen gibt sie keine Diazo- 
reaktion, scheint demnach kein Histidin zu enthalten, wortiber 
noch Naiheres im experimentellen Teil berichtet wird. Die 
Verteilung des Stickstoffs ist ebenfalls etwas anders: auf 
Arginin entfallen 14°/,, auf Lysin 27 °/, des Gesamtstickstofts ; 
es kann sich also nicht um denselben Koérper handeln. 


1) Diese Zs. Bd. 18, S. 473 (1893). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. il 
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Vielmehr dringt sich einem der Hindruck auf, daB es 
sich hier um zwei Vertreter einer Gruppe von Stoffen handelt, 
die in den Organen des Korpers auch sonst noch verbreitet 
sind. Ob sie den wirklichen EiweiBkérpern zuzuzahlen sind, 
ist fraglich, es kénnen auch Spaltprodukte der EiweiSkérper 
sein. Andere Spaltprodukte der KiweiBkérper wie Albumosen 
und Peptone sind ja in allen Kérperflissigkeiten, Zellen und 
Geweben nachgewiesen worden. Diese Albumosen und Peptone 
sind voraussichtlich durch einfache hydrolytische Spaltung 
komplizierter Kiwei8korper entstanden. Sie reagieren meistens 
sauer und zeigen ungefihr denselben prozentischen Gehalt an 
Aminosauren wie die urspriinglichen KiweiBkorper. Fiir die 
vorliegenden Stoffe miiBte man sich die Spaltung der echten 
EiweiBkérper in der Weise vorstellen, daB dabei Produkte ent- 
stehen, die im Verhaltnis reicher an Basen sind als die Mutter- 
substanzen. Es wiirde dann hier ein analoger ProzeB vor- 
liegen, wie er nach Untersuchungen von Miescher’), Kossel?) 
und Weiss’) fir die Bildung der Protamine aus dem Kérper- 
eiweiB anzunehmen ist. Das Charakteristikum fiir diese Stoffe 
wire dann die stark alkalische Reaktion, der relativ hohe 
Basengehalt, die Nichtfallbarkeit durch Ammoniak, Ferrocyan- 
kalium, Wittepepton und Nucleinséure, die rotviolette Farbe 
bei der Biuretreaktion und die Widerstandsfihigkeit gegen 
die Typsinverdauung. 

Zum SchluB sei noch erwahnt, da® auch aus der Thymus- 
driise ein Stoff mit ganz ihnlichen Kigenschaften isoliert werden 
konnte. Wegen Materialmangel war es nicht méglich, die 
Hexonbasen zu bestimmen. Er gibt die Biuretreaktion, aber 
nicht die Diazo- und Millonsche Reaktion. 

Zweifellos werden sich auch aus anderen Organen &hn- 
liche Stoffe darstellen lassen. Es ist aber vorauszusehen, dab 
ihre Zusammensetzung mit dem Ursprungsort wechseln wird. 
Diese Unterschiede werden vielleicht in Zusammenhang mit 
anderen Tatsachen spiter einige Aufschliisse iiber die physio- 


*) Histochemische und physiologische Arbeiten. Leipzig 1897. 
*) Diese Zs. Bd. 44, S. 347 (1905). 
5} Diese Zs, Bd. 52, S. 107 (1907). 
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logische Bedeutung dieser Koérper gewihren. 
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Aus diesem 
Grunde nehme ich auch von einer Benennung dieser Substanzen 
Abstand. 

Der leichteren Ubersicht wegen seien die Resultate dieser 
Versuche noch einmal in einer Tabelle zusammengestellt unter 
Vergleichung mit den anderen basischen Eiwei8kérpern. 
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I. Darstellung des basischen Korpers aus der Darmschleimhaut 


Zur Darstellung gréBerer Mengen dieses Kérpers wurde 
von dem Verfahren, mit dem er aufgefunden wurde, im wesent- 


lichen nicht abgewichen. Es wurde aber der Isolierung mit 
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des Rindes. 





Phosphorwolframsiure der Vorzug gegeben gegeniiber der 


Fallung mit Natriumpikrat. Im einzelnen war die Verarbeitung 





a 








158 K. Felix, 


der Schleimhaut folgende. Sie wurde bereits abgeschabt aus 
dem Schlachthaus gleich nach dem Schlachten bezogen. Sie 
war in einer ziemlich groBen Menge Wasser aufgeschwemmt, 
von dem sie zum gréBten Teil durch Kolieren befreit wurde. 
Dann wurde sie in einer Hackmaschine zerkleinert und der 
schleimige Brei in einem Kolben durch mehrmaliges Aus- 
kochen mit Alkohol und Ather vom Fett befreit. Bei dieser 
Behandlung geht auch der gréBte Teil der Kiwei8kérper in 
den koagulierten Zustand iiber. Bei den ersten Darstellungen 
wurde die ganze Masse in dem gleichen Kolben auf siedendem 
Wasser im Vakuum bis zur Pulverisierbarkeit getrocknet. Bei 
den spiteren Darstellungen wurde auf das vollkommene Trock- 
nen verzichtet und nur der in der Substanz zuriickgehaltene 
Ather vertrieben. Der Riickstand wurde entsprechend seiner 
Menge mehrmals hintereinander mit je 500—1000 ccm einer 
verdiinnten Salzsiure (20 ccm der konzentrierten Salzsiure, 
spez. Gew. 1,19, auf 1 Liter verdiinnt) eine Stunde lang ex- 
trahiert. Es ist danach zu trachten, médglichst in einem Tag 
mit der Extraktion fertig zu werden, weil bei zu langer Kin- 
wirkung der Saéure die Nucleinsiure zerlegt werden kann, und 
dann die Purinbasen mit in den Extrakt hineingehen. Die 
Extrakte wurden erst koliert und nachher durch ein mit Kiesel- 
gur beschicktes Filter gesaugt. Es resultiert eine klare, 
opalescierende Lésung mit deutlicher Biuret- und Diazoreaktion. 
Mit Ammoniak, Alkohol und Ather, ferner Alkohol und Schwefel- 
siiure entsteht eine Fallung, die gré8tenteils vom Histon her- 
rihrt. Dieses wurde durch Sittigen des Filtrats mit Kochsalz 
ausgefallt. Wenn sich der Niederschlag abgesetzt hat, wird 
durch ein Faltenfilter filtriert. Das Filtrat ist vollkommen 
klar, etwas gelblich gefarbt und ohne eine Spur von Opalescenz. 
Ks wird mit 33°/, iger Natronlauge alkalisch gemacht, um die 
Erdphosphate zu entfernen. Man laBt den Niederschlag ab- 
sitzen, hebert die iiberstehende Fliissigkeit ab, filtriert den 
Rest und wascht mit schwach alkalischem Wasser nach. Das 
Filtrat wird gegen Lackmus neutralisiert und zur Entfernung 
des Kochsalzes mehrmals eingeengt. Dann wird wieder ver- 
diinnt, mit Schwefelsiure bis zu 5 Volumprozent versetzt und 
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mit Phosphorwolframsiéure unter Vermeidung eines gréBeren 
Uberschusses gefallt. Nach 48 Stunden wird abgesaugt. 
Der Niederschlag wird noch dreimal in einer Reibschale mit 
5 volumprozentiger Schwefelsiure verrieben. Das Phosphor- 
wolframat wird in der von Kossel angegebenen Weise durch 
Baryt zerlegt. Aus den vereinigten Filtrat- und Waschwiissern 
wird der iiberschiissige Baryt durch Kinleiten von Kohlensiure 
entfernt. Das Filtrat von Bariumcarbonat wird mehrmals auf 
dem Wasserbad eingedampft, der Riickstand jeweils in kaltem 
Wasser aufgenommen und filtriert. SchlieBlich erhalt man 
das Carbonat in Form eines zahen Sirups. Dieser wird mit 
verdiinnter Schwefelsiure schwach angesiuert, eventuell muB 
noch einmal von ausgefallenem Bariumsulfat abfiltriert werden. 
Sollte durch das Nachspiilen dabei die Fliissigkeitsmenge zu 
groB geworden sein (sie soll ungefahr das gleiche Volum haben, 
wie der Sirup des Carbonats), dann muff noch einmal ein- 
gedampft werden. Denn fiir die Fallung mit Alkohol darf 
der Wassergehalt nur gering sein. Sie wird in der Weise 
ausgefiihrt, daB man die Lésung des Sulfats in einem feinen 
Strahl in das 8—5 fache Volum 96°/, igen Alkohols unter 
stindigem Umriihren eingieBt. Das Sulfat scheidet sich sofort 
in feinen Flocken aus, die sich bald an dem Glasstab und 
an dem Boden des GefiBes zusammenballen. Man tut gut, 
méglichst bald zu filtrieren, da bei lingerem Stehen die Sub- 
stanz sich teilweise wieder auflést. Wird aus zuviel Wasser 
gefallt, tritt unter Umstinden nur eine schwache Tribung ein. 
Zur weiteren Reinigung nimmt man die Umfallung noch 
2—3 mal vor, trocknet und pulverisiert schlieBlich. Es ent- 
steht ein feines, etwas staubendes, leicht gelblich gefirbtes 
Pulver, das man gut verkorkt oder im Exsiccator aufbewahren 
muB. Die Ausbeute ist sehr gering; aus 200g getrockneter 
Darmschleimhaut erhielt ich 0,6 g. 

Man kénnte auch daran denken, daB es sich um ein 
Derivat von Nuclein handelt. Die Substanz gibt aber weder 
die Molischsche Probe, noch 14Bt sich in ihr nach Schmelzen 
mit Soda und Salpeter Phosphor nachweisen. 
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Bestimmung der Verteilung des Stickstoffs. 


Sie wurde mit ganz geringfiigigen Abinderungen nach 
dem Verfahren von Kossel und Kutscher durchgefihrt. 
Auf die Isolierung der Hexonbasen in krystallisierter Form 
muBte wegen der zu geringen Mengen verzichtet werden. In 
den Endlésungen wurde jeweils nur der Stickstoff nach Kjel- 
dahl bestimmt. Es stellen also die Zahlen Maximalzahlen 
dar. Aus friiheren Untersuchungen geht hervor, daf diese 
Maximalzahlen bei Arginin und Histidin nur wenig von den 
Minimalzahlen abweichen. Bei Lysin sind dagegen die Unter- 
schiede gréBer. 4g Substanz wurden mit 12 g Schwefelsiure 
und 24 g Wasser 16 Stunden am Riickflubkihler gekocht. 

Die Ergebnisse dieser Bestimmung sind in der nach- 
folgenden Tabelie enthalten. 














Stickstoff 
Fraktion emanates PALF IONE 
mise _ Gesamt-N 
Gesamt-N der Hydrolyse . ee on: 0,588 § —- 100,00 
Ne: ee ie ees oe 0,0754 12,83 
STE Bee 0,00538 0,9 
N der durch Ag und Ba gefallten Substanzen 0,249 42,4 
eC ae ee eee ee 0,26 44,3 
0 ee eae ae eae 0,155 26,4 
a re aera 0,062 10,55 
ER 6 one ant tk ee 2 Sete 0,0993 > 16,87 
N der Monoaminosiuren...... . 0,153 26,04 


In dem gleichen Praiparat, in dem die Hexonbasen be- 
stimmt wurden, wurde auch der Gehalt an Asche bestimmt. 
Er betragt 0,78°/,, der Stickstoff, nach Kjeldahl] ermittelt, 
nach Abzug der Asche 14,58°/,. Daraus ergeben sich fol- 
gende Gewichtsprozente fiir die drei Hexonbasen ebenso aut 
aschefreie Substanz bezogen: 


Avgimin. . . . 11,96°/, 
Histidin . . . 5,94°%, 
Lysin . .. . 12,88, 
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Trypsinverdauung des basischen Kérpers aus der 
Darmschleimhaut. 


Um festzustellen, ob eine Verdauung iiberhaupt statt- 
findet und in welchem AusmaB, diente die Zunahme des 
freien Aminostickstoffes. Derselbe mii8te bei einem voll- 
stindigen Abbau des Kérpers zum mindesten auf den doppel- 
ten Wert ansteigen. Bei der Siurehydrolyse stieg er von 
30°/, auf rund 84°/, vom Gesamtstickstoff an. Die Bestim- 
mung der freien Aminogruppen wurde mit dem van Slyke- 
schen Mikroapparat ausgefiihrt. Man erhilt mit diesem, 
vorausgesetzt, daB man immer unter gleichen Bedingungen 
arbeitet, gute Werte und grofe Ausschlige. Die nachstehend 
aufgefiihrten Zahlen wurden auf folgende Weise erhalten: 
2 ccm der Verdauungsfliissigkeit wurden genau 10 Minuten 
mit dem Kisessig-Natriumnitritgemisch geschiittelt. An diese 
eigentliche Bestimmung wurde sofort ein blinder Versuch an- 
geschlossen, der genau unter denselben Bedingungen ausgefiihrt 
wurde: gleiche Menge Nitritgemisch, wieder 10 Minuten lang 
geschiittelt und statt der 2 ccm Verdauungsfliissigkeit reines 
Wasser. Das Resultat des blinden Versuchs wurde von dem 
des ersten abgezogen und die weitere Berechnung erfolgte 
dann in der iiblichen Weise. 

0,5 g des Sulfats wurden in 15 com Wasser gelést, gegen 
Lackmus neutralisiert, mit 0,15 g Nariumcarbonat versetzt und 
kurz vor Ausfiihrung der Bestimmung 0,1 g Pankreatin in 
weiteren 15 com Wasser gelést, zugegeben und nach der ersten 
Bestimmung in den Brutofen bei 37° gestellt. 


I. Versuch. 
freier Aminostickstoff 

sofort bei Beginn. . . . 2,22 mg 
nach 2 Tagen... . . 2,21 mg 
nach 12 Tagen. . . . . 2,24 mg 

Il. Versuch 

(mit 0,25 g Substanz ausgefiihrt), 

sofort bei Beginn. . . . 0,72 mg 
wach 1 Tee... . . . 060mg 


nach 2 Tagen... . . 0,64 mg 
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162 K. Felix, 


Nach diesen beiden Versuchen scheint der basische Kérper 
aus der Darmschleimhaut durch Trypsin nicht abgebaut zu 
werden. 

Das Trypsin, das verwendet wurde, war Pankreatin Merck. 
Seine verdauende Kraft wurde an Fibrinflocken und Histon- 
sulfat aus Kalbsthymus gepriift. Bei den Kontrollversuchen 
wurde mit genau den gleichen Mengenverhiltnissen gearbeitet. 
Die Fibrinflocken wurden bereits in zwei Stunden aufgelist 
und bei dem Histon stieg der freie Aminostickstoff in 24 Stun- 
den auf den dreifachen Betrag. 


II. Isolierung des basischen Korpers aus den Lymphdrisen. 


Die Darstellung ist im Prinzip die gleiche wie bei der 
Darmschleimhaut. Die Driisen wurden frisch aus dem Schlacht- 
hause bezogen, von Bindegewebe und Fett befreit, mit der 
Hackmaschine zerkleinert und mit Alkohol und Ather extra- 
hiert. Danach wurden sie auf der Schiittelmaschine mehrmals 
mit verdiinnter Salzsiure ausgezogen. Der Extrakt wurde 
wieder koliert und durch Kieselgur filtriert. Das Filtrat war 
etwas opalescierend, sonst klar. Ks wurde mit 33°/, Natron- 
lauge bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt, dabei 
fielen das Histon und die Erdphosphate aus. In dem klaren 
Filtrat entstand auf Zusatz von Ammoniak keine Triibung. 
Die Biuretreaktion war positiv, die Diazoreaktion dagegen 
war negativ. Die Flissigkeit wurde gegen Lackmus neutrali- 
siert, auf ein praktisches Volumen eingedampft, mit Schwefel- 
siure bis zu 5 Volumprozent versetzt und mit Phosphor- 
wolframsaure gefallt. Die weitere Behandlung war genau die 
gleiche wie oben beschrieben. Die Ausbeute war wieder ge- 
ring, aus ca. 700 g frischen Driisen wurden 0,7 g Sulfat 
erhalten. Das Sulfat reagiert in wiBriger Lésung sauer, das 
Carbonat stark alkalisch. Die Biuretreaktion gibt die rot- 
violette Farbe, die Diazoreaktion ist negativ, die iibrigen Re- 
aktionen fallen genau so aus wie bei dem Kérper aus der 
Darmschleimhaut. 
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Bestimmung der Verteilung des Stickstoffs. 


Sie wurde in derselben Weise ausgefiihrt wie bei dem 
anderen Kérper. Die Resultate sind in der nachstehenden 
Tabelle verzeichnet. 











Stickstoff 
Fraktion eames Ss 
ii Proz. vom 
Gesamt-N 
Gesamt-N der Hydrolyse. . .... . 0,434 100,00 
SS a ee We ee ea ee 0,045 10,37 
EE bo ee ce ee ee 0,0144 3,32 
N der durch Ag und Ba gefallten Substanzen 0,094 21,65 
N im Filtrat davon. ........ 0,2705 62,3 
RE 8 ee a a ee ee 0,0606 13,96 
Histidin-N . ..... 5a ee 0,01378 3,17 
Ne oe RA me BLS 0,1158 26,7 
Monoaminosiuren-N. . . . .. .. . 0,1566 36,1 





Hervorzuheben ist noch, daB die Millonsche Reaktion 
in der Histidinfraktion und in der der Monoaminosauren 
negativ war. In der Histidinfraktion war auBerdem auch noch 
die Diazoreaktion negativ. Sie enthalt aber Stickstoff, wie aus der 
Tabelle hervorgeht, und Phosphorwolframsaure erzeugt einen 
Niederschlag. Um festzustellen, ob es sich um eine Aminosiaure 
iiberhaupt und um was fir eine handelt, wurde das Verhiltnis 
von freiem Aminostickstoff zum Gesamtstickstoff bestimmt. 
Bei Monoaminosaiuren und Lysin sind freier Amino- und Ge- 
samtstickstoff einander gleich, beim Arginin betragt der freie 
Aminostickstoff 25°/,, beim Histidin 40°/, vom Gesamtstick- 
stoff. Der freie Aminostickstoff wurde wieder mit dem van 
Slykeschen Mikroapparat ermittelt. Er betrug 31°/, vom 
(resamtstickstoff; kommt also dem Verhiltnis beim Histidin 
sehr nahe. DaB es Histidin selbst ist, welches den Stickstoff 
in der Fraktion ausmacht, ist nicht méglich wegen der nega- 
tiven Diazoreaktion. Ks kénnte sich nur um ein substituiertes 
Histidin handeln. Durch Substitution am Imidazolring wird 
die Diazoreaktion negativ. So kénnte auch das Verhiltnis 
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vom Gesamtstickstoff zum freien Aminostickstoff gedeutet 
werden. Beim unveranderten Histidin reagiert nicht nur die 
«¢-Aminogruppe, sondern auch teilweise die Imidgruppe. Wenn 
die Imidgruppe nicht reagieren wiirde, wirde der freie Amino- 
stickstoff genau ein Drittel des Gesamtstickstofis betragen. Kin 
Wert, dem der vorliegende ziemlich nahe kommt. Die Sub- 
stanzmenge war zu gering, um diese Vermutungen auch priifen 
zu kénnen. 

Auch bei diesem Kérper wurde der Aschegehalt und der 
Stickstofigehalt bestimmt. Der Aschegehalt betragt 6,7°/,, 
der Stickstoffgehalt, bezogen auf aschefreie Substanz, 
13,2°/,. Daraus ergibt sich wieder durch Berechnung der 
Gehalt der Substanz an den Hexonbasen’ in Gewichts- 
prozenten: 

Arginin. . . . 5,68°%, 
igen. wt Ct AOR, 


Verdauungsversuch mit Trypsin. 
Er wurde in der gleichen Weise und mit demselben 
Ferment angestellt wie bei dem Kdérper aus der Darm- 


schleimhaut. 
freier Aminostickstoff 


sofort nach Beginn . . . 0,542 mg 
mach 1 Tag. . .. . . 0,681 mg 
nach 5 Tagen. . . . 0,498 mg 


Bei diesem Korper scheint Trypsin ebenfalls keinen Abbau 
zu bewirken. 


III. Isolierung eines basischen Korpers aus der Thymusdrise. 


700 g frische Driisensubstanz wurden mit der Maschine 
zerkleinert, mit Alkohol und Ather entfettet, getrocknet, fein 
gepulvert und mit verdiinnter Salzsiure extrahiert. Das 
Histon wurde mit Kochsalz ausgesalzen. Aus dem Filtrat 
wurde das Kochsalz durch mehrmaliges Eindampfen und 
Wiederverdiinnen entfernt. Die Flissigkeit gab eine deutliche 
Biuret-, aber keine Diazoreaktion. Sie war vollkommen klar, 
leicht gelblich gefarbt und enthielt kein Histon mehr. Ks 
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wurde dann mit Phosphorwolframsaure gefallt und schlieBlich 
genau so verfahren wie bei den anderen Fallen beschrieben. 
Die Ausbeute war sehr gering, ca. 0,4 g Sulfat. 

Es wurde ein leicht gelblich gefirbtes Pulver erhalten, 
das sehr hygroskopisch war und die Biuretreaktion gab. 
Diazo- und Millonsche Reaktion waren negativ. Es ist sehr 
leicht léslich in Wasser. In wiBriger Lésung reagiert das 
Sulfat sauer, das Carbonat alkalisch. Vielleicht handelt es 
sich hier um das ,,Thymamin“ Nelsons. 
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Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
XVIL Mitteilung. 


Uber das Vorkommen von Athylidenmilchsaure in den Blattern 
der Brombeere (Rubus fructicosus). 


Von 


Hartwig Franzen und Ernst Keyssner. 


(Aus dem chemischen Institut der technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Juli 1921.) 


Vor einiger Zeit") berichtete der eine von uns gemeinsam 
mit Emmi Stern iiber das Vorkommen von Athylidenmilch- 
siure in den Blattern der Himbeere. In gleicher Weise wie 
seinerzeit beschrieben, wurden auch die Brombeerblatter ver- 
arbeitet; beim Kindampfen des entbleiten Filtrats vom Blei- 
niederschlag auf einen Gehalt von 30°/, Trockensubstanz fiel 
ebenfalls ein dicker Krystallbrei aus, der abgesaugt, mit Wasser 
ausgewaschen und getrocknet wurde. Zur Reinigung wurden 
30 g des Rohproduktes in 300 ccm heiBem Wasser geldst, die 
Lésung mit Tierkohle entfirbt und nach dem Erkalten mit 
900 ccm Alkohol versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen wurden 
die in reichlicher Menge ausgefallenen farblosen Niadelchen 
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Bei der Betrachtung unter dem Polarisationsmikroskop er- 
wiesen sich die Krystalle als einheitlich. Bei gekreuzten Nikols 
und unter Ejinschaltung eines Gipsplattchens Rot 1. Ordnung 
waren alle Nadeln, die im Beobachtungsfelde die Richtung 
von rechts oben nach links unten einnahmen, stets blau und 
die dazu senkrecht gerichteten stets gelb. 





') Diese Zs. Bd. 115, 8S. 270 (1921). 
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Die beim Vergliihen erhaltene Asche war in recht be- 
trachtlichem Umfange griin gefarbt, was auf einen erheblichen 
Gehalt an Mangan hinwies. 


0,5232 g Substanz gaben 0,0856 g Asche. 
0,6194 g i » OMe , 
Ber. fiir C,H,,0O,Mg Gef. 
9,50 °lo Mg 9,87—9,94 "lo Mg 


Die Beobachtungen unter dem Mikroskop und die Analyse 
deuten darauf hin, daB in dem Kérper im _ wesentlichen 
milchsaures Magnesium, verunreinigt durch etwas Mangansalz 
vorliegt. 

Zur Gewinnung der freien Siure wurden 20 g des um- 
krystallisierten Salzes in 200 com Wasser unter Zusatz von 
11 ccm konz. Schwefelsiure gelést, die Lésung 48 Stunden 
im Kempfschen Extraktionsapparat mit Ather extrahiert und 
der Ather verdunstet, wobei ein dicker farbloser Sirup hinter- 
blieb. Die Saiure war in 5°/,iger waBriger Lésung optisch 
inaktiv. 

Zur Darstellung des Zinksalzes wurden 2 g der Saure in 
300 com Wasser gelést, iiberschiissiges Zinkcarbonat hinzu- 
gefiigt, auf dem Wasserbade erwirmt, vom Zinkearbonat ab- 
tiltriert, die Lésung zur Krystallisation eingedampft und die 
nach dem Erkalten in reichlicher Menge ausgeschiedenen farb- 
losen Krystalle an der Luft getrocknet. 


0,6992 g Substanz gaben 0,1918 g ZnO. 


0,3022 g ‘ verloren beim Trocknen im Vakuum bei 110° 
0,0588 g. 
Ber. fiir C,H,,0,Zn Gef. 
21,98 °/, Zn 22,04 °/, Zn 
18,17 °/, HO 18,13 °/, H,O. 


Nach der Analyse liegt athylidenmilchsaures Zink plus 3 
Wasser vor. 

Weiter wurde noch in der gleichen Weise wie friiher die 
Benzylidenverbindung des Hydrazids gewonnen; es waren aus 
Alkohol farblose Niadelchen, die den Schmelzpunkt des Benzy- 
lidenmilchsiurehydrazids 158—159° zeigten und in Mischung 
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mit reinem aus Kahlbaumscher Milchsiure hergestellten 
Benzylidenhydrazid bei der gleichen Temperatur schmolzen. 


0,0952 g Substanz gaben 0,2184 g CO, und 0,0544 g H,0O. 


0,0844 g » 0,19836g CO, ,, 0,0484 ¢ H,O. 
0,1188 g , 15,8 eem N (20°, 746 mm), 
0,1198 g “ » 15,4 eem N (20°, 748 mm). 
Ber. fiir C,)H,,0O,N, Gef. 
62,47 9/, C 62,58 62,58 /, C 
6,80°/, H 6,41 6,39 9/, H 
14,58 9/, N 14,74 14,739, N 


Aus der Zusammensetzung des Zinksalzes und 
des Benzylidenhydrazids, aus dem Schmelzpunkt des 
letzteren und aus der optischen Inaktivitit der Saure 
folgt zweifelsfrei, daB in der aus Brombeerblittern 
gewonnenen Siure Athylidenmilchsaure vorliegt. 

Untersuchungen iiber das allgemeine Vorkommen von 
Milchséure in den Pflanzen werden im hiesigen Laboratorium 
ausgefiihrt; auf die Bedeutung der Siure fiir den pfianzlichen 
Stoffwechsel soll gelegentlich der Beschreibung dieser Versuche 
elngegangen werden. 

Der Karlsruher Hochschulvereinigung sagen wir auch an 
dieser Stelle unseren besten Dank fiir die Gewihrung von 
Mitteln zur Ausfiihrung der Arbeit. 





Uber den Abbau 
der Kohlehydrate im quergestreiften Muskel. 
Von 


Fritz Laquer. 


I. Mitteilung. 
Mit 4 Figuren im Text. 





‘Aus dem lustitut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a, M. 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1921.) 


A. Einleitung. 

Das Auftreten von Milchsaéure im isolierten, sich selbst 
iiberlassenen quergestreiften Muskel bei héherer Temperatur, 
das zuerst von Fletcher und Hopkins!) eingehend unter- 
sucht worden ist, ist ein ProzeB, der durch Selbsthemmung 
der gebildeten Milchsiure zum Stillstand kommt. Bereits 
Kura Kondo?) beobachtete, daB die Milchsiurebildung, die 
im PreBsaft von Warmbliitermuskeln bei 40° auftritt, durch 
Saurezusatz gehemmt, durch Zusatz von Bicarbonat betriacht- 
lich gesteigert werden kann. Schon damals wurde die Ver- 
mutung ausgesprochen, da auch die bei der Wiarmestarre 
von Froschmuskeln auftretenden, recht erheblichen Milchsaure- 
mengen, schon seit langem als ,,Siurebildungsmaximum“ be- 
zeichnet, durch geeignete Neutralisation der entstehenden 
Milchsaure weiterer Steigerung fahig sein kénnten. 

Diese Vermutung wurde ivon mir in einer im Sommer 
1914 abgeschlossenen Untersuchung bestitigt.8) Es lieB sich 
u. a. zeigen, dab das Siurebildungsmaximum (S.B.M.) isolierter, 
1—2 Stunden einer Temperatur von 45° ausgesetzter Frosch- 


) Fletcher u. Hopkins, Jl. of Physiol. Bd. 35, 8. 247 (1907). 
*) Kura Konda, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 63 (1912). 
*) F. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, S. 60 (1914). 
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muskeln, dessen Konstanz bereits Fletcher und Hopkins 
aufgefallen war, keineswegs durch Erschépfung von Milchsiure 
bildenden Vorriten der Muskulatur, sondern lediglich durch 
Selbsthemmung des Prozesses infolge unphysiologischer Zu- 
nahme der H’-Ionenkonzentration zu erkliren ist. Lai8t man 
die Temperatur von 45° in einer 1—2°/, igen Natrium- 
bicarbonatlésung auf die Muskeln einwirken, nachdem sie vor- 
her, um der neutralisierenden Lésung das Eindringen zu er- 
leichtern, grob zerkleinert worden waren, so erhalt man Milch- 
siurewerte, die fast doppelt so groB sind, als das S.B.M., das 
in den sich selbst iiberlassenen Muskeln ohne Zusatz neutrali- 
sierender Substanzen zur Entfaltung kommen kann. 

Der Kiirze halber diirfte es sich empfehlen, die ohne 
Neutralisation bei hoher Temperatur auftretende Muilchsiure 
als aktuelles S.B.M., das unter dem steigernden Einfluf 
puffernder Substanzen erreichbare als potentielles S.B.M. 
zu bezeichnen, wobei natiirlich immer nur vorlaufig entschieden 
werden kann, ob die angewandten Puffersubstanzen zusammen 
mit den wtbrigen Versuchsbedingungen gerade die optimalen 
Verhiltnisse fiir die héchstmégliche Milchsiurebildung ge- 
schaffen haben. 

Bei den bisherigen Untersuchungen iiber die Quelle der 
im Muskel auftretenden Milchsaiure ist die Notwendigkeit, fiir 
zureichende Neutralisation der entstandenen Reaktionsprodukte 
zu sorgen, meist unberiicksichtigt geblieben.') Vor allem wird 
ein Muskel nicht oder nur sehr schwer aus ihm von auBen 
zugesetzten Substanzen Milchsiure bilden, wenn man ihn nicht 
unter Bedingungen gesetzt hat, unter denen er alle ihm zur 
Verfiigung stehenden Quellen zur Milchsaurebildung ausnutzen 
kann. Es bedurfte daher ein Teil der bisherigen Zusatzver- 
suche unter diesen methodischen Gesichtspunkten der Nach- 
priifung. 

Bevor ich aber meine durch den Kriegsdienst unter- 
brochenen Untersuchungen an diesem Punkte wieder aut- 
nehmen konnte, muSte ich mir die Frage vorlegen, ob die 





') Fletcher, Jl. of Physiol. Bd. 43, S. 286 (1911). 
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friiher angewandte Neutralisation mit Natriumbicarbonat be- 
reits die héchst erreichbaren Milchsdurewerte liefert, oder ob 
unter giinstigeren Bedingungen noch hohere Zahlen zu erhalten 
sind. Erst dann konnte der Frage nach den Quellen der im 
Muskel auftretenden Milchsiure nachgegangen werden, wobei 
erneut zu untersuchen war, wie weit aus zugesetzten Sub- 
stanzen eine Mehrbildung von Milchsiure erzielt werden kann. 

Nach dem experimentellen AbschluB der Mehrzahl der 
in dieser Arbeit wiedergegebenen Versuche erschien eine 
Untersuchung Meyerhofs'), die mit ‘ahnlicher Methode und 
von ahniichen Fragestellungen ausgehend zu Resultaten kam 
die mit meinen Ergebnissen teils iibereinstimmen, teils im 
Widerspruch stehen, worauf ich bei der Besprechung der ein- 
zelnen Versuche naher eingehen werde. 

Im folgenden wird die Milchsiure, die der Muskel aus 
seinen eigenen Bestiinden unter den fiir optimal gehaltenen 
Versuchsbedingungen bilden kann, als genuine Milchsiure- 
bildung bezeichnet, wihrend die aus zugesetzten Substanzen 
entstehende Milchsiiure additionelle Milchsiurebildung ge- 
nannt werden soll. 


B. Methodik. 
1. Behandlung der Muskulatur. 


Art und Vorgeschichte der verwandten Frésche bis zur 
Tétung sind in den Tabellen vermerkt. Es stellte sich im 
Laufe der Untersuchung heraus, daB besonders bei den Winter- 
fréschen die Umstinde, unter denen die Tiere in der Gefangen- 
schaft gelebt haben, von entscheidender Bedeutung fir das 
Verhalten ihrer Muskeln gegeniiber Kohlehydraten sein kann. 

Fiir jeden einzelnen Versuch wurden drei bis acht még- 
lichst gleiche Tiere benutzt. Eine halbe Stunde vor dem 
Tode wurden sie auf Kis gesetzt, bis ihre Temperatur 3—5° 
betrug. Dann wurden sie in der iiblichen Weise durch De- 
capitation und Ausbohren des Riickenmarks getétet. Die ab- 
getrennten und entbiuteten Hinterschenkel wurden auf einer 





1) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 12 
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Glasplatte ausgebreitet, die schmelzendem Eis dicht auflag. 
In den Versuchen, bei denen gleichzeitig der Glykogengehalt 
der unzerstérten Muskulatur zu bestimmen war, wurden die 
enthiuteten Schenkelpaare in einem Becherglas auf einer 
Wage gewogen, die 0,1 g genau abzulesen gestattete, so dah 
nach Kintauchen der abpriparierten Muskeln der einen Seite 
in siedende Kalilauge von 60°/, der so fiir die Glykogen- 
bestimmung verwandte Anteil durch Riickwiegen ermittelt 
werden konnte. Darauf wurden die Muskeln der anderen 
Seite abgeschnitten und auf derselben eisgekiihlten Glasplatte 
mit einer Schere fein zerkleinert. 

Der gut gemischte Muskelbrei wurde je nach Zahl der 
bendtigten Ansitze auf drei bis zehn vorher analytisch ge- 
wogene, lange, mit einem eingeschliffenen Glasstopfen ver- 
schlieBbare Wiegeglischen méglichst gleichmiBig verteilt. In 
ihnen befanden sich stets je 5 ccm Suspensionsfliissigkeit, in 
der die Muskeln héheren Temperaturen, zuniichst 40—45°, 
spiter 30°, ausgesetzt wurden. Durch eine zweite Wigung 
der Glischen auf einer analytischen Wage konnte das in 
jedem Ansatz verwandte Muskelgewicht genau ermittelt 
werden. 

Vom Tod der Tiere an bis zum AbschluB der Wagungen 
verging rund eine halbe Stunde. Dann setzte der eigentliche 
Versuch ein, bei dem die Glaischen mit dem Muskelbrei in 
ein Wasserbad von der gewiinschten Temperatur gestellt wur- 
den, in dem sie zwei oder drei Stunden blieben. 

Durch Versetzen mit 5ccm 4°/, iger Salzsiure und Heraus- 
nehmen aus dem Wasserbad wurde der Versuch unterbrochen. 
Nachdem die Salzsiure einige Minuten eingewirkt hatte, wurde 
mit 5 ccm gesiattigter Sublimatlésung die KiweiBfallung nach 
Schenck vollendet. Die Schenckfallungen blieben bei Zimmer- 
temperatur bis zum nichsten Tage stehen. Dann wurde fil- 
triert, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, und 
der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom verjagt, der 
héchstens 10 Minuten einzuwirken brauchte, bei glykogen- 
reichen Lésungen etwa 15 Minuten. Der dabei eintretende 
Gewichtsverlust durch Wasserverdunstung betrigt bei 13 ccm 
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Filtrat in einer halben Stunde etwa 0,02°/,, so daB er ginz- 
lich vernachlissigt werden kann. 

In einem aliquoten Teil des zwischen 10 und 13 ccm be- 
tragenden Schenckfiltrates wurde dann die Milchsiurebestim- 
mung vorgenommen, fiir die je nach der zu erwartenden Menge 
3—6 ccm notwendig waren, so da geniigend Material fir 
Doppelbestimmungen oder Ersatz verungliickter Bestimmungen 
blieb. 


2. Die quantitative Bestimmung der Milchsaure. 


Die bisher im Institut gebriuchliche, seit vielen Jahren 
vortrefilich bewihrte Methode der quantitativen Milchsiure- 
bestimmung?) laBt sich unter den duBeren Verhiiltnissen der 
Nachkriegszeit bei ausgedehnteren Untersuchungen wegen des 
starken Verbrauchs von Ather und elektrischer Energie nicht 
mehr durchfiihren. Die gleichen Griinde zwingen, mit még- 
lichst wenig Tiermaterial auszukommen, auch sind fiir manche 
Untersuchungen Bestimmungen an einem einzigen Muskel 
erforderlich. 

Aus ibnlichen Gesichtspunkten heraus hatte schon Par- 
nas*) das in unserem Institut ausgearbeitete Vorgehen beim 
Bestimmen der Milchsaure in eine Mikromethode umgewandelt. 
An Stelle des Athers schlug Ohlsson’) den Amylalkohol 
wegen seines giinstigeren Verteilungskoeffizienten zur Extraktion 
der Milchsiure vor. Meyerhof*) kombinierte das Vorgehen 
der beiden letzterwihnten Autoren und rechnet dabei mit 
einer durchschnittlichen Ausbeute von 75—80°/,. In seiner 
letzten Veréffentlichung glaubt er ihnlich wie vor ihm Mond- 
schein ®) in manchen Fallen auf die Extraktion der Milchsiure 
ganz verzichten zu kénnen und rechnet mit einer Durchschnitts- 
ausbeute von rund 83°/,. 

Die Milchsiurebestimmungen in den ersten Versuchen 





1) Abderhaldens Handb. der bioch. Arbeitsmethoden Bd. 5, 8. 1254. 
*) Parnas, Zbl. f. Phys. Bd. 30, S. 1 (1915). 
3) Ohlsson, Skand. Arch. Physiol. Bd. 33, S. 231 (1916). 
*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 252 (1920). 
5) Mondschein, Biochem. Zs. Bd. 42, S. 105 (1912). 
12* 
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der vorliegenden Arbeit (bis etwa zum 1. Jan. 1921) geschahen 
nach dem Amylalkoholverfahren, das aus vielen Griinden wenig 
befriedigte, wenn es auch bei Doppelbestimmungen unter sich 
ganz gut iibereinstimmende Werte lieferte. 

Ich kehrte daher gern zur Atherextraktion zuriick, die 
nach Konstruktion eines Mikroextraktionsapparates erméglicht 
wurde, der bei sparsamem Ather- und Energieverbrauch aus 
wenigen Kubikzentimetern einer waBrigen Lésung 1—10 mg 
Milchsiure in verhaltnismaBig kurzer Zeit quantitativ auf- 
nimmt. Auf die genauen analytischen Fehlerbreiten der bei 
den meisten der vorliegenden Versuche verwandten Methode, 
sowie eine Kritik der Milchsiurebestimmungsmethoden iiber- 
haupt, wird in einer besonderen Untersuchung eingegangen 
werden. Das angewandte Verfahren gleicht im chemischen 
Prinzip und in den Hauptziigen der praktischen Ausfiihrung 
vollig unserer friiheren, bereits erwahnten Bestimmungsart. 
Nur die Zuriickfiihrung auf die wesentlich kleinere GréBen- 
ordnung bedingte einige technische Abainderungen. Im folgen- 
den sei das Vorgehen zusammenhingend geschildert. 

3—6 ccm des in der beschriebenen Weise gewonnenen 
Schenckfiltrates werden mit 1 ccm 25°/,iger Schwefelsiure 
und Ammonsulfat bis zur Siattigung versetzt und 30 Stunden 
lang in dem Mikroextraktionsapparat mit 80 ccm Ather ex- 
trahiert. Zur Vermeidung von Atherverlusten sind die Glas- 
schliffe des Apparates mit Quecksilber gedichtet. Der zurzeit 
kiufliche Ather enthalt stérende Verunreinigungen und mub 
durch zweimaliges Waschen mit einer verdiinnten Sodalésung, 
einmaliges Waschen mit destilliertem Wasser, Trocknen iiber 
Chlorcalcium und metallischem Natrium gereinigt werden. 
Durch gelegentliche Blindbestimmungen iiberzeugt man sich 
davon, daB er keine Milchsiure vortiuschende Substanzen 
enthilt. 

Nach Beendigung der Extraktion wird der Atherauszug 
in einen Erlenmeyer filtriert, mit je 10 ccm reinen Athers 
wird zweimal nachgewaschen, zum Filtrat figt man etwa 
30 com Wasser. Nach Abdestillieren des Athers wird die 
zuriickbleibende waBrige Lésung quantitativ in eine Porzellan- 
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schale iibergespiilt, mit n/10-Natronlauge bis zur schwach 
alkalischen Reaktion versetzt und auf dem Wasserbad zum 
Verjagen der letzten Spuren von Ather und Alkohol auf ein- 
halb bis ein Drittel des urspriinglichens Volumens ein- 
gedampft. 

Die Lésung wird quantitativ in einen Destillationskolben 
von 200 ccm Inhalt gespilt, mit 2 ccm 25°/, iger Schwefel- 
siure angesiuert und auf 100 ccm aufgefiillt, so daB die 
ganze Lésung 0,5°/, Schwefelsiure enthalt. Man iiberzeugt 
sich, da8 kongosaure Reaktion herrscht und versetzt mit einer 
Messerspitze T'alkum. 

Auf den Kolben wird mit einem durchbohrten Gummi- 
stopfen ein Tropftrichter von 100 ccm Inhalt gesetzt, sein aus- 
gezogenes Ende soll nicht mehr als 10 cm iiber dem Fliissig- 
keitsspiegel der Milchsaéurelésung im Kolben liegen. Er wird 
mit einer n/250-Kaliumpermanganatlésung gefillt. Das még- 
lichst lange Rohr des Kolbens ist schrag nach unten gebogen 
und mit einem kurzen Liebigkiihler versehen. Es taucht in 
eine Vorlage, die 20 ccm einer ca. n/50-Bisulfitlésung in 40 ccm 
Wasser enthalt und durch einen doppelten Eismantel kihl 
gehalten wird. Bei mangelnder Eiskiihlung treten Titerver- 
luste der Bisulfitl6sung ein, die eine Aldehydbindung vor- 
tiuschen und somit zu hohe Milchsiurewerte liefern. Wie 
Riesenfeld') durch mangelnde Eiskiihlung zu einer Ver- 
schlechterung ihrer Ausbeuten kam, ist mir unverstindlich. 

Der Titer der Bisulfitlésung wird vor der Destillation 
gegen eine n/50-Jodlésung gestellt. Dann erhitzt man den 
Kolbeninhalt bis zum Sieden und laBt die Permanganatliésung 
méglichst langsam (nicht mehr als 60 Tropfen in der Minute) 
zutropfen, bis auch nach lingerem Sieden eine deutliche Rot- 
farbung bestehen bleibt, wobei der Zuflu8 so geregelt wird, 
da8 keine Volumverinderung des Kolbeninhalts eintritt. 10 Mi- 
nuten nach Beendigung der Oxydation bestimmt man in der 
Vorlage die Titerabnahme der Bisulfitlésung gegen die vorher 
benutzte n/50-Jodlésung. 1 ccm verbrauchter Jodlésung ent- 





1) Riesenfeld, Biochem. Zs. Bd. 109, S. 249 (1920). 
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spricht 0,9 mg Milchsiure. Die Permanganat- und Jodliésungen 
sind ftir jeden Versuch aus n/10-Stammlésungen mit frisch 
ausgekochtem Wasser, was besonders fiir die Konstanz des 
Titers der Jodlésung unumginglich notwendig ist, frisch zu 
bereiten. Ebenso ist die Bisulfitlésung fiir jeden Versuch aus 
festem Kalium metasubsulfurosum mit ausgekochtem destillier- 
tem Wasser neu herzustellen. 


Auf die in der beschriebenen Weise zu erzielende Ge- 
nauigkeit wird, wie erwihnt, in einer besonderen Arbeit ein- 
gegangen werden. Aus reinen Lésungen von milchsaurem 
Zink mit einem Milchsiuregehalt zwischen 2 und 4 mg Milch- 
siure wurden 93—97°/, Ausbeute erzielt. In dieser GréBen- 
ordnung diirfte sich auch die Genauigkeit der nachfolgenden 
Bestimmungen bewegen. 


3. Die Glykogenbestimmung. 


Die Bestimmung des Glykogens wurde teils im Muskelbrei, 
teils in der unverletzten Muskulatur nach der abgekiirzten 
Pfliigerschen') Methode vorgenommen. Die Bestimmung des 
nach der Siurehydrolyse erhaltenen Traubenzuckers geschah 
mit der im Institut iiblichen Methode nach Lehmann-Ma- 
quenne.”) Die erhaltenen Zuckerwerte sind unmittelbar ohne 
Beriicksichtigung der Gewichtsverinderung durch die Hydro- 
lyse, also als Zucker aus Glykogen, angegeben. 


Alle in den Tabellen aufgefiihrten Milchsiure- und Gly- 
kogenwerte sind umgerechnet und in Prozenten der verwandten 
Muskulatur (meist zwischen 2 und 3 g) angegeben. Raum- 
ersparnis verbot die Wiedergabe der ermittelten Titrations- 
zahlen und der daraus berechneten absoluten Milchsiuremengen. 
Sie lagen in jeder einzelnen Bestimmung zwischen 2 und 10 mg, 
die einem Jodverbrauch von etwa 2—12 ccm n/50-Jodlésung 
entsprechen. Zwei in einem Feld iibereinanderstehende Zahlen 
sind die Ergebnisse von Doppelbestimmungen. 


1) Pfliiger, Pfliigers Arch. Bd. 103, S. 169 (1904). 
2) Griesbach u. Strassner, Diese Zs. Bd. 88, S. 199 (1913). 
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C. Versuchsergebnisse. 


1. Phosphatwirkung. LEinflu8 von Cyankali- und 
Glykogenzusatz. 


Thunberg?) hatte festgestellt, daB die Atmung zer- 
schnittener Muskulatur durch sekundires Kaliumphosphat ge- 
steigert werden kann. Da den zur Atmung fiihrenden chemi- 
schen Vorgingen im Muskel Prozesse vorangehen, die sicher 
zum Teil, vielleicht ausschlieBlich, Milchsiure liefern, und da 
ferner die im Muskel erfolgende Milchsiiurebildung aus Kohle- 
hydraten offenbar unter intermediirer Bindung an Phosphor- 
siure erfolgt, so war anzunehmen, daB die Suspension in einer 
sekundiren Phosphatlésung noch giinstiger auf die Milchsaure- 
bildung im zerkleinerten Muskel bei 45° wirkt, als die von 
mir friiher verwandte Natriumbicarbonatlésung, was Meyer- 
hof?) in seinen gleichzeitig ausgefiihrten Versuchen fir niedere 
Temperaturen inzwischen zugunsten der Phosphatlésung ent- 
schieden hat. 

Zur Herstellung des sekundairen Kaliumphosphats titrierte 
ich nach Angaben von Hinrichsen’) eine Kaliumcarbonat- 
lésung mit reiner Phosphorsiure, bis Phenolphthalein, natiirlich 
nach Wegkochen der sich reichlich bildenden Kohlensiure, 
gerade nicht mehr gerétet wurde. Durch Titration mit Uranyl- 
acetat wurde die Lisung auf einen Gehalt von 1,45°/, H,PO, 
eingestellt. Die so erhaltene Fliissigkeit enthialt 2,6°/, K,HPO, 
und hat einen Gefrierpunkt von — 0,4 bis — 0,5°, ist also 
gegeniiber Froschmuskeln etwa isotonisch. In gleicher Weise 
wurde die Lésung von sekundirem Natriumphosphat bereitet, 
die bei gleichem Gehalt an Phosphorsiure 2,1°/, Na,HPO, 
enthielt. Zu allen mit Phosphatlésungen angestellten Ver- 
suchen wurden nur diese, in der geschilderten Art hergestellten 
Lésungen benutzt, deren py, nach der Gaskettenmethode be- 
stimmt, 6,9 bis 7,2 betrug. 





') Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 22, S. 417 (1909). 
*) Meyerhof, a. a. O. 
’) Abeggs Handb. d. anorg. Chem. Bd. 2, Abt. I, S. 392 (1908). 
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Ferner wurde untersucht, ob unter den gewihlten Versuchs- 
bedingungen Milchsiéure oxydativ verschwindet. Wenn das der 
Fall war, so mubte Zusatz von n/200-Cyankali zur Phosphat- 
lésung eine weitere Erhéhung der Milchsiurewerte herbeifiihren. 

Drittens wurde bereits in dieser ersten, mehr orientieren- 
den Versuchsreihe Glykogen zugesetzt, um die Frage nach der 
Milchsiurebildung aus Glykogen weiter zu klaren. Bereits in 
meiner ersten Arbeit konnte ich zeigen, daB bei der Wirme- 
starre zerkleinerter Froschmuskeln eine Verminderung ihres 
Glykogengehalts auftritt, die sich in ahnlicher GréSenordnung 
bewegt, wie die gleichzeitig beobachtete Milchsiurebildung. 
Steigert man letztere durch Pufferung mit Bicarbonat, so tritt 
auch eine weitere Abnahme des Glykogengehalts in Erscheinung. 
Streng quantitative Beziehungen jedoch konnten damals nicht 
festgestellt werden, weswegen die Frage, ob die ganze auf diese 
Weise gebildete Milchsiure nur dem Glykogen oder auch an- 
deren Quellen entstammt, unentschieden gelassen wurde. 

In gleichzeitig ausgefiihrten Untersuchungen stellten Par- 
nas und Wagner?) bei der Chloroform- und Wirmestarre von 
Froschmuskeln eine Abnahme des Glykogens und der iibrigen 
Kohlehydrate des Muskels fest, die der gleichzeitigen Milch- 
siurebildung entsprach, wihrend bei der mechanischen Zer- 
kleinerung des Muskels Kohlehydratschwund und Milchsiure- 
bildung nicht parallel verliefen. 

Meyerhof’) dagegen kommt zu der Anschauung, daf 
unter allen von ihm gepriiften Bedingungen eine villige Aqui- 
valenz zwischen Kohlehydrat- und Milchsiureumsatz besteht, 
und zwar betrachtet er das Glykogen als den wichtigsten 
Speicher fiir die Milchsiéurebildung. Auch in seiner letzten 
Veréffentlichung halt er daran fest, da®B der Muskel keine 
anderen Quellen fiir die Milchsaéure besitzt als seine Kohle- 
hydrate, vor allem das Glykogen, eine Ansicht, die auch Parnas?) 
in einer kiirzlich erschienenen Arbeit fiir die richtigere hilt. 





1) Parnas u. Wagner, Biochem. Zs. Bd. 61, 8S. 387 (1914). 

*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, 8. 312 (1920); ders., ebenda 
Bd. 185, S. 11 (1920). 

5) Parnas, Biochem. Zs. Bd. 116, S. 120 (1921). 
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Das zugesetzte Glykogen gewann ich aus Kaninchenlebern 
und reinigte es durch mehrmaliges Umfallen mit Alkohol. Es 
enthielt keine Spur Milchsiure oder Milchsiure vortiuschende 
Substanzen. In allen Versuchen wurde den Suspensionsfliissig- 
keiten so viel Glykogen zugesetzt, daB die Gesamtliésung 2°/, 
Glykogen enthielt. In den Versuchen 2 und 3 (Tab. I) wurde 
festgestellt, da eine so bereitete Glykogenlésung wihrend 
zweistiindigen Stehens bei 45° aus sich heraus keine Milch- 
siure bildet, noch, wenn sie mit zerschnittener Muskulatur 
zusammengebracht und sofort untersucht wird, die Milchsiure- 
bestimmungen in der Muskulatur irgendwie beeinflu8t (Ver- 
such 2 und 3, Stab 4 und 5). 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die 
Schenckfiltrate waren mit Amylalkohol ausgeschiittelt worden. 
In Stab 4 findet sich der sofort, d. h. nach Zerkleinern der 
Muskulatur auf der eisgekiihlten Glasplatte festgestellte Milch- 
siurewert. In Stab 5 ebenfalls der sofort ermittelte Wert, 
nur nach Zusatz der Phosphat-Cyankali-Glykogenlésung. Da 
diese zu Beginn des Versuchs beobachteten Werte, die stets 
zwischen 0,1 und 0,2°/, liegen, fiir die weiteren Untersuchungen 
nicht von ausschlaggebender Bedeutung sind, wurden sie spiter- 
hin meist nicht mehr ermittelt. 

In den Stiiben 6 bis 9 finden sich die Milchsiurewerte, 
die auftreten, wenn man die Muskeln in der beschriebenen 
Weise 2 Stunden einer Temperatur von 43 bis 45° ausgesetzt 
hat. Man ersieht aus Stab 6 die Bildung in einer Natrium- 
bicarbonatlésung (in Versuch 1 und 2 war sie 2°/, ig, in Ver- 
such 3 4°/, ig), aus Stab 7 die in einer Kaliumphosphatlésung 
ohne weiteren Zusatz, aus Stab 8 und 9 nach Zusatz von 
Cyankali, bzw. Glykogen-Cyankali. 

Ks zeigt sich, daB durch die Anwendung von sekundirem 
Kaliumphosphat statt Bicarbonat um 0,1 bis 0,2°/, héhere 
Milchsiurewerte zu erhalten sind. Die nicht sehr betricht- 
lichen Unterschiede liegen deutlich auBerhalb der methodischen 
Fehlergrenzen. Cyankalizusatz zur Phosphatlésung ist ohne 
Kinflu8, ein Ergebnis, das zu erwarten war, da bei der Tempe- 
ratur von 45° eine Oxydation der gebildeten Milchsiure nicht 
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Tabelle L. 
Phosphatwirkung. EinfluB von Cyankali- und Glykogenzusatz. 
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miéglich ist. Schon bei 30° fallt nach Meyerhofs*) Fest- 
stellung die Atmung zerkleinerter Froschmuskeln fast auf 
Null ab. 

Dagegen bewirkte Glykogenzusatz eine deutliche Steigerung 
der Milchsiurebildung, die in Versuch 1 knapp oberhalb, in 
Versuch 2 deutlich auBerhalb der Fehlergrenzen lag, in Ver- 
such 3 ist sie recht erheblich und betragt fast 50°/, des ohne 
Glykogenzusatz erhaltenen Wertes. 


2. Einflu8 von Traubenzucker und Glykogen bei Herbstfroschen 
nach verschiedener Gefangenschaftsdauer. 


In Versuch 4 bis 8 (Tab. Il) wurde die Méglichkeit einer 
Milchséurebildung aus zugesetzten Kohlehydraten weiter ge- 
prift. Bisher war meist abgelehnt worden, daS zerkleinerte 
Muskeln zugesetzte Kohlehydrate abbauen kénnen, da 
Fletcher’) durch Zuckerzusatz zum Muskelbrei keine Ver- 
mehrung der Milchsaure erhalten hatte. Dabei war aber nicht 
fiir Neutralisation der gebildeten Séure gesorgt worden, so 
daB der ProzeB durch Selbsthemmung vorzeitig zum Stillstand 
kam, Seine Versuche sind daher nicht beweiskraftig, worauf 
auch schon Parnas und Wagner®) aufmerksam machen. 

Meyerhof*) fand in seiner bereits erwihnten Arbeit, daB 
zerschnittene, viele Stunden lang in sekundirer Phosphatlésung 
bei 14 und 20° gehaltene Froschmuskeln die Fahigkeit haben, 
eine groBe Reihe zugesetzter Kohlehydrate in Milchsaiure zu 
verwandeln, 

EKmbden, Kalberlah und Engel) arbeiteten am Preb- 
saft von Warmbliitermuskeln. In ihren Versuchen konnte trotz 
Neutialisation der entstandenen Saiuren durch Bicarbonat keine 
Steigerung der Milchsiurebildung durch Glykogen und Trauben- 
zucker erzielt werden. 





') Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 175, S. 20 (1919). 

2) a. a. O. 

3} a, a. O. 

*) a. a. O. 

+) Embden, Kalberlah u. Engel, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 45 
1912). 
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Nur Hefehexosephosphorsiure erwies sich in spateren Ver- 
suchen von Embden, Griesbach und Schmitz?) als wirk- 
sam, ferner in Untersuchungen von Embden, Griesbach 
und Laquer?) die lactacidogenhaltigen Zersetzungsflissigkeiten 
von Baryt- und Bleifallungen aus frischen Warmblitermuskeln, 
aus denen es Embden und Laquer’) spiterhin gelang, das 
Phenylhydrazinsalz des Osazons einer Hexosephosphorsiiure 
rein darzustellen. 

Diese Befunde bildeten die Grundlage der von Embden 
aufgesteliten Theorie, daB als unmittelbare Vorstufe der im 
Muskel auftretenden Milchsiure (und auch der mit ihr unter 
gewissen Versuchsbedingungen in iquimolekularer Menge ge- 
bildeten Phosphorsiure) das Lactacidogen, eine hexosephosphor- 
siureartige Substanz in Betracht komme. 

Da8 letzten Endes im intakten Muskel die Milchsiure 
ausschlieBlich oder ganz iiberwiegend aus Kohlehydrat entsteht, 
wird wohl von keiner Seite mehr ernstlich bestritten. Nur 
die einzelnen Stufen des Abbaus Kohlehydrat--Milchséure sind 
Gegenstand der Forschung, wobei vor allem Gewicht darauf 
zu legen ist, die Versuchsbedingungen so zu wihlen, daB be- 
stimmte Teilprozesse in Erscheinung treten und messend ver- 
folgt werden kénnen. [m WarmbliiterpreBsaft laBt sich wih- 
rend zweistiindigen Verweilens bei 40° und nach Bicarbonat- 
zusatz tatsichlich nur eine Milchsiurebildung aus Lactacidogen 
bzw. Hefehexosephosphorsiure feststellen. Der gut gepufferte 
Kaltbliitermuskelbrei soll bei niederen Temperaturen nach 
Meyerhofs Angaben aus Glykogen, Hexosephosphorsiure, 
Glucose, Fructose, Mannose und Galactose Milchsidure bilden. 
Wie die Verhiltnisse im Kaltbliitermuskelbrei bei 45° unter 
Phosphatzusatz liegen, dariiber sollen die nichsten Versuche 
AufschluB geben. 

In Versuch 4 bis 8 (Tab. IZ) wurde der Muskelbrei mit 





1) Embden, Griesbach und Schmitz, Diese Zs. Bd. 93, S. 1 
(1914). 

*) Embden, Griesbach und Laquer, Diese Zs. Bd. 93, 8. 94 
(1914). 

5) Embden und Laquer, Diese Zs. Bd. 113, S. 1 (1921). 
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Phosphatlésung durchmischt, dem in zwei weiteren Ansitzen 
so viel Glykogen oder Traubenzucker (Mercksches Priparat) 
zugesetzt war, da eine 2°/, ige Lésung entstand. Die Milch- 
siure wurde in allen Versuchen mit Amylalkohol ausgeschiittelt, 
in Versuch 8 vergleichsweise auch mit Ather extrahiert, wobei 
sich gleiche oder etwas héhere Werte ergaben, wie die (ein- 
geklammerten) Zahlen nach der Atherextraktion zeigen. 

Gleichzeitig wurde in dem frisch zerkleinerten Muskelbrei 
der Glykogengehalt bestimmt, der natiirlich etwas geringer ist, 
als im unversehrten Muskel, da wahrend der Zerkleinerung 
bereits ein Teil des Glykogens verschwindet. Trotzdem teile 
ich die Zahlen mit, da sie ein ungefihres Bild von den Kohle- 
hydratbestiinden des Muskels geben kénnen. 

Die Glykogenwerte sind in Stab 4 aufgefiihrt. In Stab 5 
finden sich die nach zweistiindigem Stehen bei 40 oder 45° 
ohne Kohlehydratzusatz, in Stab 6 und 7 die nach Trauben- 
zucker- bzw. Glykogenzusatz erhaltenen Milchsiurewerte. 

In Versuch 4, der an Fréschen vorgenommen wurde, die 
schon langere, nicht mehr genau feststellbare Zeit im Keller 
in Gefangenschaft gesessen hatten, steigerte weder Trauben- 
zucker noch Glykogen die an und fiir sich recht erhebliche 
Milchsiurebildung. Der Wert von 1,48°/, ist der héchste, der, 
soweit ich feststellen konnte, je bei einer genuinen Milchsiure- 
bildung im Froschmuskel beobachtet wurde. Er entspricht 
etwa den vorhandenen Glykogenmengen. Uber die Ursachen 
der in diesem Versuch zum erstenmal ausgebliebenen Milch- 
siuresteigerung nach Glykogenzusatz scheinen mir die nichsten 
vier Versuche Aufschlu8 zu geben, die alle an derselben Frosch- 
sendung, aber nach verschieden langer Gefangenschaftsdauer 
angestellt worden sind. In Versuch 5 bewirkte das Glykogen 
bei den frisch gefangenen Tieren eine sebr starke Steigerung 
um 0,6°/,, in Versuch 6 nach 4 tigiger Gefangenschaftsdauer 
um 0,44°/,, trotzdem in diesem Versuch der Muskelbrei 1,3°/, 
Glykogen aufwies, nicht viel weniger als in Versuch 4, wo die 
Steigerung ausblieb. Das spricht dafiir, da8 ein hoher Glykogen- 
vorrat im Muskel an sich kein Hinderungsgrund fir eine 
weitere Steigerung der Milchsiurewerte durch von auBen zu- 
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gesetates Glykogen ist. In den beiden nichsten Versuchen 
7 und 8 hat der im Muskelbrei zu Versuchsbeginn vorhandene 
Glykogengehalt weiter abgenommen, gleichzeitig sinkt aber 
auch die nach Glykogenzusatz erreichbare additionelle Milch- 
siiurebildung, wihrend die genuinen Milchsiurewerte auffallend 
konstant blieben. Sie betragen in den Versuchen 5 bis 8 
rund 1°/,. Etwa ebenso groB sind die nach '‘Traubenzucker- 
zusatz erhaltenen Werte, die in Versuch 5 und 7 sogar um 
ein geringes hinter der genuinen Milchsiurebildung zuriick- 
bleiben. Jedenfalls lie® sich durch Traubenzuckerzusatz die 
Milchsiurebildung in keinem der Versuche steigern. 

Dieser charakteristische Unterschied zwischen Glykogen 
und Traubenzucker wurde in allen spiteren, bei 45° angestell- 
ten Versuchen bestitigt, und bildet, um es vorauszuschicken, 
wohl das wichtigste Ergebnis vorliegender Untersuchung. 

Die bei derselben Froschsendung in den Versuchen 5 bis 8 
allmihlich auftretende Verringerung der Fahigkeit, aus zu- 
gesetztem Glykogen Milchsiure zu bilden, konnte zwei Ur- 
sachen haben. Entweder ist die lingere Gefangenschaftsdauer 
vom 6. bis 20. Dezember daran schuld, oder die Frésche stellen 
sich in dieser Zeit véllig auf den Winterstoffwechsel ein, der 
mit einer Schwichung der additionellen Milchsiurebildung aus 
Glykogen verbunden sein konnte. Auf Grund der folgenden 
Versuche glaube ich, daB im wesentlichen die zweite Annahme 
gerechtfertigt ist. 


3. Einflu8 verschiedener Anionen und Kationen bei 
Traubenzucker- und Glykogenzusatz auf Winterfrésche, ,,Warm- 
frésche“ (erwarmte Winterfrésche) und Frihjahrsfrésche. 


In den folgenden Versuchen sollte erstens festgestellt 
werden, ob der giinstige EHinfluB des sekundiren Kaliumphos- 
phats eine Kalium- oder Phosphatwirkung ist. Zweitens, ob 
bei Winterfréschen, die, wie in den vorhergehenden Versuchen 
gezeigt wurde, zugesetztes Glykogen bei 45° nicht oder nur 
schwer in Milchsiure umwandeln kénnen, durch mehrtigigen 
Aufenthalt im Brutschrank bei 24° diese Fahigkeit gesteigert 
werden kann. 
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Aus Versuchen von Wechselmann!), Adler?) u. a. geht 
hervor, daB der Lactacidogengehalt von Froschmuskeln, der 
durch Messen der bei der Wiarmestarre unter den meinen 
iihnlichen Bedingungen freiwerdenden Phosphorsiure ermittelt 
wurde, durch Erhéhung der AuBentemperatur zu Lebzeiten 
der Tiere gesteigert werden kann. Da der Lactacidogengehalt 
im Sinne der Embdenschen Anschauungen ein Ausdruck er- 
hohter Tatigkeitsbereitschaft des Muskels ist, so erschien es 
von vornherein méglich, daB mit seiner Erhéhung eine erleich- 
terte Kohlehydratverwertung parallel geht. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengestellt. Die 
Milchsiurebestimmungen geschahen in den Versuchen 9 bis 11 
nach dem Amylalkoholverfahren, in Versuchen 12 bis 15 mit 
der Atherextraktion. 

In Stab 4 und 5 der Versuche 9 bis 11 finden sich die 
sofort im Muskelbrei ermittelten Milchsiiure- und Glykogen- 
werte. In den Versuchen 12 bis 15 wurde der Glykogen- 
gehalt im ganzen Muskel vor Beginn des Versuches bestimmt 
(Stab 5). In den Stiben 6 bis 14 sind die nach zweistiindigem 
Stehen bei 40— 45° auftretenden Milchsiurewerte verzeichnet. 
Und zwar in den Stiben 6 bis 9 ohne Kohlehydratzusatz unter 
dem KinfluB 2°/,iger Natrium- Bicarbonatlésung (Stab 6), 2°/, iger 
Kalium-Bicarbonatlésung (Stab 7), 2,1°/,iger Natrium-Phosphat- 
lésung (Stab 8) und 2,6°/,iger Kalium-Phosphatlésung (Stab 9). 
Aus Stab 10 ersieht man den Einflu8 einer 2°/, igen Trauben- 
zuckerlésung in einer 2°/, igen Lésung von Kalium- oder 
Natriumbicarbonat, aus Stab 11 den in Phosphatlésung. Die 
Wirkung des Glykogens ist in den Stiben 12 bis 14 angegeben 
und zwar gleichfalls in Bicarbonat- oder Phosphatlésungen 
gleicher Zusammensetzung wie beim Traubenzuckerzusatz. 

Versuche 9, ii, 13 wurden an Winterfréschen angestellt, 
die frisch gefangen waren oder einige Zeit im Keller verweilt 
hatten. Versuche 10, 12, 14 an Tieren, die meist demselben 
Fang entstammten, wie die des vorhergehenden Versuchs, die 
aber 8 bis 14 Tage im Brutschrank hei 24—27° gehalten 


') Wechselmann, Diese Zs. Bd. 113, S. 146 (1921). 
*) Adler, Ebenda S. 174, 187, 193 (1921). 
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waren, sogen. ,,Warmfréschen“. Ihre Zahlen treten durch 
Kursivschrift hervor. Zu Versuch 15 wurden Friihjahrsfrésche 
benutzt, die kurze Zeit im Keller gehalten waren. 

Die im Muskelbrei zu Versuchsbeginn ermittelten Milch- 
siiurewerte liegen zwischen 0,1 und 0,14°/,, ahnlich wie in 
Versuch 1 bis 3 (Tab. I). Da der so gefundene Milchsaure- 
gehalt ein Zufallsprodukt ist, abhiingig von der GréBe der 
mechanischen Schidigungen und aller iibrigen von Fletcher 
und Hopkins genauer ermittelten Einfliisse, auBerdem fiir die 
hier zu beantwortenden Fragen keine Rolle spielt, wurde er 
fernerhin nicht mehr bestimmt. 

Der Glykogengehalt zu Beginn der Versuche betriagt bei 
den Winterfréschen bis zu 1,86°/, (Versuch 11) und nimmt 
gegen das Friihjahr zu stark ab, wie das schon lange bekannt 
ist. Herner geht aus meinen Versuchen hervor, daB auch die 
Temperatur, bei der die Frésche aufbewahrt werden, von 
maBbgebendem EKintiuf auf den Glykogengehalt ihrer Muskulatur 
ist. Kr wird durch eine mehrtigige Erwarmung im Brut- 
schrank recht betrichtlich herabgesetzt, wie ein Vergleich der 
Versuche 9 und 10, 11 und 12, 13 und 14 (Stab 5) zeigt. 

Die in den Stiben 6 bis 9 verzeichnete genuine Milch- 
siurebildung ist von den Glykogenvorriten insofern abhangig, 
als den héchsten Glykogenwerten in Versuch 11 die héchsten 
Milchsiurewerte, den niedersten Glykogenwerten dieser Tabelle 
in Versuchen 14 und 15 auch die niedrigsten Milchsiurewerte 
entsprechen. Im iibrigen bestehen auch hier wieder insofern 
keine streng quantitativen Beziehungen, als in den drei ersten 
Versuchen bei dem holen Glykogengehalt wesentlich weniger 
Milchsiure gebildet wurde, als Glykogen vorhanden war, 
wihrend in den vier letzten Versuchen ziemlich gleichmaibig 
0,3°/, mehr Milchsiiure entstand, als der Glykogengehalt der 
unzerstérten Muskulatur betrug. Es ist anzunehmen, da8 in 
den drei ersten Versuchen der besonders hohe Glykogengehalt 
der Muskeln nicht restlos in Milchsiure umgesetzt werden 
konnte, weil die hohe Versuchstemperatur den ProzeB schidigt 
und noch vor seinem vélligen Ablauf zum Stillstand bringt. 
Méglicherweise ist tiberhaupt die Angreifbarkeit auch des im 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 13 
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Tabelle 
Kinflu8 verschiedener Anionen und Kationen bei Traubenzucker- u. Glykogen- 
A. Sofort | B. Milchsiurebestimmungen 
7 Ohne Kohlehydratzusatz | 
Tag Tiere = Es ) “Seneene apaaane woesaes | 
@4|/ PS leelgBli sel ge 
qa 8 td Ss 3 2 3 8 3 8 
o 8 > [RoOolnm oO | ee] ad 
Sai g |Se/ee2\s &| ae 
g Z2si4siag| 2 
. SsO/ shi ei ah 
i] 2 3 ess EASE Te 
5 Eskulenten | 
98. X. 20] Fang 18.X. 20 | 97298) gi [1182 | _ | 0,828 | 1,200 
10 Tage im Keller 0,099 1,129 0,845 | 1,290 
8 Eskulenten | 
Fang 13. X. 20 | 0,140 1,005 | 1,234 | 0,812 \1,16 1 
1. XL 20) § Tage im Brat- | 0,231 | 228 | 1935 | 1,255 | 0,812 | 1,075 
schrank bei 25-27° 
8 Eskulenten 
11. XI. 20} Fang 8. XI. 20 0,126 | 1,864 | 1,393 | 1,317 | 1,408 | 1,315 
3 Tage im Keller 
7 Eskulenten 
Fang 27. XII. 20 
10.1. 21 | 44 Tage im Brut-| — 0,456) — — | 9,766 | 0,730 | 
schrank bei 25-27° 
6 # Eskulenten 
17.101. 21] Fang 15. III. 21 — | 0,902 — — — {1,222 
2 Tage im Keller 
4 # Eskulenten | 
Fang 15. III. 21 | 
24. IV. 21] Tage im Brat- — 1|0,218 | 0,530 | — — |0,510 
schrank bei 24° 
4 Eskulenten 
25. 1V. 21] Fang 21. IV. 21 — |0,219\0,452 | — |0,488| — 
4 Tage im Keller 
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IT. 


gusatz auf Winterfrésche, Frithjahrsfrésche und erwiirmte Winterfrésche. 








im Muskelbrei nach 2 Stunden 
























































oS 
3 
oe EO aT Ee, EN = 
Be: : E 
Mit Traubenzucker | Mit Glykogen a 
-———— ———| ; 3 Bemerkungen 
| #1] as 4/42/42] 2 
| .2 bee si) ea | BS ey 
82 | ee | Se | aa | @ oe E 
a is x 7 S i 2 ) 
aa aa s™ gm 
10 1 6] (12 13 14 15 | 16 
| 
— 1,597 — 1,240 o 42—44 | Winterfrésche 
1,298 1,250 
1,144 1,737 Sa ae 
a 1101 _— — 1716 42—44 | ,, Warmfrésche“ 
(Kal.- (Kal.- 
Bicarb.) Bicarb.) 
0,933 _ 1,118 _ ioe 40 Winterfrésche 
| ~ _ 1,030 1,071 45 »» Warmfrosche ‘ 
| 
wi 1,120 | — — | tam 45 | Winterfrdsche 
| (Natr.- | (Natr.- | 
Bicarb.) | 0,455 || Bicarb.) 
0,356 0,544 _ 1,082 45 » Warmfrésche 
0,480 
(Natr.- | (Natr.- | (Natr.- 
Bicarb.) | Phosphat)| Bicarb.) 
0,398 0,450 0,443 1,034 _ 45 Friihjahrsfrisch 

















13* 


i NOT ARE Be 
ee 











190 Fritz Laquer, 


Muskel vorhandenen Glykogens bei Winterfréschen geringer, 
als bei ,,Warmfréschen“ und Sommerfréschen. 

Was die Wirkung der verschiedenen lonen betrifit, so 
zeigen die Kaliumsalze in den beiden ersten Versuchen eine 
etwas giinstigere Wirkung als die Natriumsalze, wahrend 
zwischen Phosphaten und Bicarbonaten keine charakteristischen 
Unterschiede bei der genuinen Milchsiurebildung zu_ beob- 
achten waren, im Gegensatz zu Versuch 2 und 8 (Tab. I), wo 
Kaliumphosphat besser gewirkt hatte als Natriumbicarbonat 
Kine systematische Untersuchung der verschiedenen lonen- 
wirkungen lag nicht im Plan der Arbeit.') Es wurde in den 
folgenden Versuchen ausschlieBlich das in der oben beschrie- 
benen Weise hergestellte sekundire Phosphat als Suspensions- 
fliissigkeit benutzt, wobei gleichfalls kein Unterschied in der 
Wirkung zwischen dem Kalium- und Natriumsalz gefunden 
wurde. Welches der beiden Salze zur Anwendung kam, ist 
in Tabelle III vermerkt. 

Traubenzuckerzusatz steigerte bei keinem der bei 40° bis 
45° angestellten Versuche die Milchsiurebildung, in Versuch 14 
und 15 bewirkte er, in Bicarbonatlésung zugesetzt, eine leichte 
Hemmung. 

Das Glykogen verhilt sich bei den kalt gehaltenen 
Fréschen im Winter und Vorfriithling (Vers. 9, 11 und 13) wie 
der Traubenzucker. Es ist sowohl in Bicarbonat- wie in 
Phosphatlésung zugesetzt ohne EinfluB auf die Milchsaure- 
bildung. Bei den kiinstlich erwirmten Winter- und Friihjahrs- 
fréschen (Vers. 10, 12 und 14). sowie bei kalt gehaltenen 
Frithjahrsfréschen (Vers, 15) steigerte es die Milchsiurebildung 
ganz betrachtlich und zwar in Versuch 10 von 1,0°/, auf 1,7°/,, 
in Versuch 12 von 0,75°/, auf 1,05°/, und in Versuch 14 und 
15 von rund 0,5°/, auf 1,09/,.. Besonders in den beiden letzten 





') Meyerhof hat neuerdings unter etwas abweichenden Versuch- 
bedingungen festgestellt, daB bei Zimmertemperatur eine sekundiire 
Phosphatlésung von annihernd isotonischer Konzentration das weitaus 
giinstigste Milieu fiir die Milchsiurebildung im zerkleinerten Muskel 
darstellt, und daB es sich dabei um eine spezifische Wirkung des Phos- 
phations handelt. 
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Versuchen liegt der durch Glykogenzusatz erhaltene Wert so 
hoch im Vergleich zum Glykogengehalt des unzerstérten 
Muskels, daB es ausgeschlossen erscheint, daB die entstandene 
Milchsiure aus den Glykogenbestiinden des frischen Muskels 
stammt. Man darf also von einer additionellen Milchsadure- 
bildung sprechen und annehmen, da8 zugesetztes Glykogen von 
dem iiberlebenden Muskelbrei in Milchsiure umgewandelt 
worden ist. Daf zugesetzte Glykogenlésungen nicht vermége 
ihrer kolloidalen Beschaffenheit die zur Milchsiurebildung 
fiihrenden Fermentprozesse begiinstigen, davon iiberzeugte ich 
mich durch Kontrollen mit Lésungen von Gummi arabicum, 
in denen die genuine Milchsiurebildung vollig unbeeinfiuBt 
blieb. 

Auffallenderweise blieb in Versuch 14 und 15 die addi- 
tionelle Milchsiurebildung aus Glykogen bei Bicarbonatzusatz 
(Stab 12) aus; wihrend sie bei Phosphatzusatz (Stab 13 und 14) 
sehr deutlich in Erscheinung trat, eine Tatsache, die auch 
Meyerhof beobachtet hat. Dies spricht fiir eine aktive Be- 
teiligung des Phosphats an der Umwandlung des zugesetzten 
Kohlehydrats in Milchsiiure, die mit der Annahme einer inter- 
mediiren Bildung zwischen Kohlehydrat und Phosphorsiure 
im Sinne der Embdenschen Lactacidogentheorie am besten er- 
klart werden kann. Auch die von Levene und Meyer!) be- 
obachtete Milchsiurebildung aus ‘Traubenzucker durch Leuko- 
cyten verliuft nur bei Gegenwart von Phosphaten, wihrend 
Krythrocyten auch in physiologischer Kochsalzlésung’) oder 
Ringerlésung*®) in ausgezeichneter Weise aus zugesetztem 
‘Traubenzucker Milchsiure bilden kénnen. Offenbar reicht die 
im Froschmuskel vorhandene Konzentration an Phosphaten 
wihrend der ganzen Versuchsdauer nicht aus, um zugesetztes 
Glykogen, bzw. seine Milchséure liefernden Spaitprodukte zu 
Hexosephosphorsaure zu kuppeln, im Gegensatz zum Kaninchen- 
muskelbrei, der auch in Bicarbonatlésung nach noch nicht 


') Levene u. Meyer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 11, S. 861 (1912). 

*) K. v. Noorden jun., Biochem. Zs. Bd. 45, S. 94 (1912). 

*) Griesbach u. Oppenheimer, Biochem. Zs. Bd. 55, S. 323 
(1913), 
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verdffentlichten Versuchen zugesetztes Glykogen in Milchsiure 
umwandelt. 

Auf das unterschiedliche Verhalten zwischen Winter. 
fréschen und Sommerfréschen, bzw. erwirmten Winterfréschen 
wird in der naichsten Versuchsreihe naher eingegangen. 


4. Einflu8 von Traubenzucker, Maltose und Glykogen 
auf Winterfroésche, ,.Warmfrosche“ und Frihjahrsfrésche. 


In den auf Tabelle IV wiedergegebenen Versuchen wurde 
der Unterschied zwischen auf Brutschranktemperatur erwirmten 
und nicht erwarmten Fréschen weiterhin gepriift, wobei in 
Versuch 16 und 18 Winterfrésche bald nach ihrem Eintreffen, 
in Versuch 17 und 19 Tiere desselben Fangs nach 8 tigigem 
Aufenthalt im Brutschrank bei 24° und in Versuch 20 frisch 
gefangene Friihjahrsfrésche verarbeitet wurden. Im iibrigen 
war die Versuchsanordnung die gleiche, wie in den vorher- 
gehenden Versuchen, und ist aus Tabelle IV ohne weiteres 
ersichtlich. AuBer Traubenzucker und Glykogen wurde dem 
Muskelbrei auch Maltose (alteres Friedenspriparat von Kahl- 
baum) in 2°/,iger Liésung zugesetzt. Die Milchsiure wurde 
mit Ather extrahiert. Als Suspensionsfliissigkeit diente sekun- 
dires Kaliumphosphat, in Versuch 20 Natriumphosphat. 

Vor Beginn jedes Versuchs wurde der Glykogengehalt der 
Muskulatur ermittelt und zwar in Versuch 16, 18 und 19 im 
Muskelbrei, in den iibrigen Versuchen im ganzen Muskel. 
Wie man aus Versuch 19 sieht, wo beide Bestimmungen 
nebeneinander vorgenommen wurden, sind die Werte im Muskel- 
brei etwas niedriger, da offenbar wahrend der Zerkleinerung, 
trotz guter Kiihlung, ein Teil des Glykogens verschwindet. 
Durch den Aufenthalt im Brutschrank lieB sich, im Gegensatz 
zu den Versuchen der vorigen Reihe, keine Abnahme des 
Glykogens erzielen, wie aus Versuch 19 hervorgeht. 

Bei der weiteren Vergleichung der Werte fiir das Gly- 
kogen (Stab 4 und 5) und die genuine Milchsaurebildung 
(Stab 6) sieht man, daB entsprechend den Versuchen der vor- 
hergehenden Reihe dem hiéchsten Glykogengehalt in Ver- 
such 16 auch der héchste Wert fir die genuine Milchsiure- 
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bildung, dem niedrigsten Glykogenwert in Versuch 20 auch ein 
niedriger Milchsiurewert entspricht. Gegen den Sommer zu 
nimmt der Glykogengehalt stark ab, dementsprechend auch 
der Wert fiir die genuine Milchsiurebildung. Diese Abnahme 
ist aber nicht so gro8 wie die des Glykogengehalts. Daher 
wird in den Versuchen 18 und 20 0,2—0,4°/, Milchsiure mehr 
gebildet, als dem Glykogengehalt entspricht, ahnlich wie in 
den Versuchen 12 bis 15 der vorigen Reihe. Bei den aus- 
gesprochenen Winterfréschen dagegen in Versuch 16 ist der 
Glykogengehalt héher als die bei der Wiirmestarre entstehende 
Milchsiure, genau so wie in den Versuchen 9 bis 11 der 
vorigen Reihe. 

Kin Teil der Mehrbildung von Milchsiure iiber den ur- 
spriinglichen Glykogengehalt der Muskulatur hinaus wird in 
den ohne weiteren Kohlehydratzusatz angesetzten Bestimmungen 
fraglos durch die unter den gewihlten Versuchsbedingungen 
vollstindige Spaltung von Lactacidogen erklirt. Ob in allen 
Fallen der Lactacidogengehalt zur Erklirung fiir die iiber den 
urspriinglichen Glykogenbestand hinaus nahegebildete Milch- 
siure ausreicht, wird in der niichsten Versuchsreihe austfiihr- 
lich erértert. 

Zusatz von ‘Traubenzucker (Stab 7) verursachte in den 
Versuchen 17 bis 19 keine Anderung der genuinen Milchsiure. 
Die gefundenen Werte kénnen als Doppelbestimmungen fiir 
die ohne Zusatz vorgenommenen Milchsiurebestimmungen 
dienen. In Versuch 20 hemmte der Traubenzucker sogar die 
Milchsiurebildung in geringem Grade, wie das hiiufiger beob- 
achtet wurde. 

Maltose (Stab 8) war in Versuch 17 ohne Einfluf, in Ver- 
such 18 machte sie eine geringe, kaum oberhalb der metho- 
dischen Fehlergrenzen liegende Erhéhung, in Versuch 19 ist 
die Steigerung etwas deutlicher, aber wesentlich geringer, als 
die durch Glykogenzusatz hervorgerufene. 

Die Milchsiurevermehrung durch Glykogenzusatz (Stab 9) 
ist auch in diesen Versuchen bei den kiihlgehaltenen Tieren 
im Winter nur gering. Sie betrigt in Versuch 16 0,1°/,, in 
Versuch 18 0,25°/,. Ganz gewaltig dagegen liBt sich die 
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Milchsiurebildung auch im Winter bei den kiinstlich erwirmten 
Tieren durch Glykogenzusatz steigern, und zwar um 0,6°/, in 
den beiden Versuchen 17 und 19. Genau so verhalten sich 
die Frésche auch ohne kinstliche Erwirmung zu Beginn der 
wiirmeren Jahreszeit. In Versuch 20, der Anfang April vor- 
genommen wurde, erzielte Glykogenzusatz eine Steigerung um 
0,5°/), ahnlich wie bei den ,,Warmfréschen“ in Versuch 17 
und 19. 

Das unterschiedliche Verhalten von Winter- und Sommer- 
fréschen gegentiber zugesetztem Glykogen bildet eine Ergianzung 
der Befunde von Lesser’), nach denen herausgeschnittene 
Froschorgane im Winter, in der sogen. ,,glykogenstabilen“ 
Zeit, in 4 Stunden bei 22—24° keinen Glykogenschwund 
zeigen. Im Frihling dagegen, in der ,,glykogenlabilen“ Zeit, 
verschwindet aus den Muskeln bei gleicher Versuchsanordnung 
15—20°/, des Glykogens. 

Lesser erklirt den Vorgang durch Unterschiede in der 
riumlichen Verteilung zwischen Ferment und Substrat. Da 
meine Versuche unter ganz anderen Bedingungen, vor allem 
bei viel héherer Temperatur vorgenommen sind, und ferner 
nicht das verschwundene Glykogen, sondern die gebildete Milch- 
siure bestimmt wurde [Bang?’), der gewisse Einwinde gegen 
die Lesserschen Versuche macht, bestimmte den gebildeten 
Zucker], so méchte ich zu der zitierten Erklirung keine 
Stellung nebmen. Jedenfalls sprechen meine Versuche nicht 
dagegen, daB im Sinne Lessers im Winter das Zusammen- 
wirken zwischen Ferment und dem von auBen zugesetzten 
Glykogen gestért ist, trotz einer gewissen mechanischen Struktur- 
zerstérung der Muskeln in meinen Versuchen, wihrend das in 
der Zelle vorhandene Glykogen wenigstens z. T. in Milchsiure 
umgewandelt werden kann. 

DaB ein hoher Glykogengehalt der Muskeln zu Versuchs- 
beginn kein Hindernis fiir eine weitere Steigerung der Milch- 
siiurebildung aus zugesetzten Glykogen ist, zeigt ein Vergleich 





') Lesser, Miinch. Med. Wochsehr. Bd. 60, S. 341 (1913); Lesser 
u. Grode Zs, Biol. Bd. 60, S. 371 (1913). 
*) Bang, Biochem. Zs. Bd. 56, S. 153 (1913). 











196 Fritz Laquer, 


zwischen Versuch 10 Tabelle III und Versuch 16 Tabelle IV. 
Im ersten Versuch betrug der Glykogengehalt der ,,Warm. 
frésche* 1,2°/,, trotzdem trat durch das von aufen zugesetzte 
Glykogen eine Milchsiuremehrbildung um 0,5°/, auf, wahrend 
in Versuch 16 der urspriingliche Glykogengehalt der Musku- 
latur nur 1,0°/, betrug. Da es aber kihlgehaltene Winter- 
frésche waren, so bewirkte Glykogenzusatz fast keine Steige- 
rung der Milchsiurebildung (0,9°/, im Leerversuch gegen 
1,0°/, mit Glykogenzusatz). 


5. Einflu8 verschiedener Kohlehydrate bei ,,Warmfroschen“, 
Frihjahrsfroschen und Sommerfréschen. 


In den folgenden Versuchen wurden teils Winterfrésche 
verarbeitet, die durch einen mehrtigigen Aufenthalt im Brut- 
schrank kiinstlich in Sommerfrésche verwandelt worden waren, 
sogen. , Warmfrésche“ (Vers. 21 bis 24), teils frischgefangene 
Friihjahrs- bzw. Sommerfrésche (Vers. 25 und 26). Fiir die 
Erwirmung wihlte ich einen 7- bis 8tagigen Aufenthalt, weil 
nach dieser Zeit, wie Lawaczeck?) neuerlich zeigte, der 
Lactacidogengehalt auf das erreichbare Maximum angestiegen ist. 

AuBer den bereits gepriiften Kohlehydraten: Traubenzucker. 
Maltose und Glykogen wurden dem Muskelbrei noch einige 
andere Saccharide in 2°/,iger Lésung zugesetzt. Zuniachst 
Liavulose, da fiir sie mehrfach gezeigt werden konnte, — eine 
gute Literaturiibersicht findet sich bei Isaac”) — daB sie im 
Organismus wesentlich leichter verwertbar ist als Trauben- 
zucker. Ich benutzte verschiedene, meist noch aus der Vor- 
kriegszeit stammende Praparate von Kahlbaum, darunter 
auch ,,reinste Lavulose aus Inulin.“ Ferner Hexosephosphat, 
die einzige Substanz, die, wie schon erwahnt, auBer Lactacidogen- 
lésungen die Milchsiéurebildung im WarmbliitermuskelpreBsaft 
steigern kann. Sie wurde aus ihrem, wohl nicht ganz reinen, 
Bariumsalz durch Versetzen mit Schwefelsiure, Neutralisieren 
der vom Bariumsulfat abgesaugten gelbgefairbten Fliissigkeit 
mit Natronlauge und erneutem Filtrieren hergestellt. Schlief- 





1) Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 113, S. 361 (1921). 
*) Isaac, Med. Klinik Bd. 16, S. 1207 (1920). 
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lich wurden noch verschiedene Stirkelésungen geprift und 
zwar lésliche Stirke von Kahlbaum und reine Reisstirke, 
die allerdings in der Phosphatlésung ohne Kochen nur wenig 
aufquoll. 


In Kontrollen iiberzeugte ich mich, daB alle verwandten 
Lésungen keine Milchséiure oder Milchsaure vortiuschende 
Verunreinigungen enthielten, noch auch nach 2 stiindigem 
Stehen zusammen mit der Phosphatlésung bei 45° ohne 
Muskelzusatz solche bildeten. 


Aus Tabelle V sind die Ergebnisse ersichtlich. Der sofort 
im Muskel festgestellte Glykogengehalt (Stab 4) ist durch den 
Aufenthalt im Brutschrank betrachtlich heruntergegangen, be- 
sonders stark, auf 0,058°/,, in Versuch 24, in dem Anfang 
April gefangene Frésche 5 Tage im Brutschrank aufbewahrt 
worden waren. Ganz glykogenfreie Tiere konnten jedoch auf 
diese Weise nicht erhalten werden, Die in der sekundiren 
Phosphatlésung — bis zu Versuch 24 kam das Kaliumsalz, 
in Versuch 25 und 26 das Natriumsalz zur Anwendung — 
erreichte genuine Milchsiurebildung ist in den meisten Ver- 
suchen betrichtlich héher, als dem Glykogengehalt der unzer- 
stérten Muskulatur entspricht. Die Milchséure muB daher 
auch noch anderen Quellen als dem Glykogen entstammen. 
In erster Linie kommt das Lactacidogen in Betracht, dessen 
Betrag nach Lawaczeck!') unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen ein besonders hoher sein mute. Berechnet man 
den Lactacidogengehalt nach der bei der gleichen Anordnung 
im Muskelbrei frei werdenden anorganischen Phosphorsiure?), 
so kénnen héchstens 0,25°/, Milchséiure aus Lactacidogen ge- 
bildet werden, wenn man annimmt, daB in seinem Molekiil 
auf 2 Mol. Phosphorsiure 1 Mol. eines Monosaccharids entfallt. 
Dann bleiben aber in den meisten Versuchen dieser Reihe 
bis zu 0,5°/, Milchséure ungedeckt, nur in Versuch 22 und 26 
geht die Rechnung ungefahr auf. Besonders in Versuch 24, 
in dem Friihjahrsfrésche durch den Aufenthalt im Brutschrank 





1) Lawaczeck, a. a. O. 
2) Embden und Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 113, S. 10 ff. (1921). 
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Tabelle 
EinfluB der verschiedenen Kohlehydrate be; 
.: A. Sofort} Milchsiurebestimmungen 
Z Glykogen-|__ 
a } bestim- ee | 
2 Ta Tiere . . ro ee | Ak al. | 
c 8 mung im] in Kal.- Phosphat-| p, h a 
S ganzen Phosphat Trauben- <i — | 
Muskel zucker Liivulose | 
1 2 3 4 5 a = | 
7 Temporarien | 
, — Fang 31. I. 21 _ wa 
21] 7.121 | a page im Brat- | 810 1,035 0,939 0,786 | 
sehrank bei 25° | 
6 Eskulenten 
e , Fang 7. II. 21 r — ae 
22 14. Il. 21 8 Tage im Brut- 0,150 0,530 0,563 0,587 | 
schrank bei 24° 
7 Eskulenten | 
; ; Fang 7. Il. 21 . mee . 
23 | 16.1121] page im Brat. | 9170 0,436 0.501 on 
schrank bei 24° | 
5 Eskulenten | 
Fang 4. IV. 21 : 
9 . r — — 
24 | 9.1V.21] , Tage im Brut. | 058 0,789 
schrank bei 24° 
4 gr bayrische | 
Eskulenten ‘ ' 
: 9 — 8 ote 
25 | 6.V.21 | oaung 1. V. 21 0,548 0,616 0,573 | 
2 Tage im Keller 
4 Eskulenten gol 
26 130. VI.21]Sendung 28. VI. 21] 0,394 | %#94 me er | 
0,474 0,762 | 
2 Tage im Keller | 














fast glykogenfrei geworden waren, lieB sich noch ein poten- 
tielles S.B.M. von 0,78°/, erzielen. 
Da fiir die Annahme, da8 bei diesen Versuchen auch aus 
































Nicht-Kohlehydraten Milchsiure entstehen kann, bis jetzt kein 
Beweisgrund erbracht ist, so bleibt, die unter allen Umstinden 
gleiche Brauchbarkeit der Pfliigerschen Glykogenbestimmungs- 
methode vorausgesetzt, nur die Méglichkeit, da8 im Muskel 
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V. 
,Warmfréschen“, Frihjahrsfréschen und Sommerfréschen. 
im Muskelbrei nach 2 Stunden 
- “tie Tempe- 
in in Kal.- | in Kal.- in on ratur in} Bemerkungen 
Hexose- | Phosphat-| Phosphat-| léslicher - Sie 
amas: stirke ee 

satiiiess Maltose  eiykogen Stirke 
se + =~ H “10 1 | 2 | 13 414 
ae 1,089 1,428 ms - 45 | ,,Warmfrésche“ 
_ 0,575 0,981 _ — 45 ,, Warmfrésche“ 
oe — 1,140 — — 45 », Warmfrésche“ 
| 1,202 1,343 1,182 ? ww 
| 11939 0,779 1,348 1255 1/176 45 ,, Warmfrésche 
| 
| 1,088 | 0,637 ae ‘ 
| 1054 0,666 — 0,734 - 45) Friibjahrsfrésche 
| 

1,122 . 1,182 1,059 z 

1,150 0,562 ~ 1140 1063 45 Sommerfrésche 


neben dem Lactacidogen und dem Glykogen noch andere nicht 
mit Alkohol fallbare Kohlehydrate vorhanden sind, die bei 
seiner Wirmestarre Milchsaéure bilden. 

Auf die Méglichkeit solcher Kohlehydrate wird noch zuriick- 
zukommen sein. Da sie in der Abbaureihe der Kohlehydrate 


im Muskel zwischen Glykogen und Lactacidogen liegen diirften, 
mochte ich sie, bevor man genaueres iiber ihre chemische Natur 
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aussagen kann, als Zwischenkohlehydrate bezeichnen. Ihre aus der 
entstandenen Milchsidure berechnete Menge ist nicht unerheblich 
und kann in manchen Fallen, den gleichzeitigen Glykogengehalt 
iibertreffend, bis zu 0,5°/, des feuchten Muskelgewichts be- 
tragen. 

Nach meinen bisherigen Versuchen jedoch scheinen 
Zwischenkohlehydrate nur dann als eine wesentliche Quelle 
fir die Milchsaiurebildung bei der geiibten Versuchsanordnung 
in Betracht zu kommen, wenn man Winterfrésche lingere Zeit 
hindurch kiinstlich im Brutschrank erwarmt hat. Bei un- 
behandelten Tieren iibertraf in den im Frihjahr und Sommer 
angestellten Versuchen die gebildete Milchsiure meist den 
Glykogengehalt um einen Betrag, der etwa dem gleichzeitig 
vorhandenen, in der geschilderten Weise berechneten Lact- 
acidogengehalt entsprach. 

Traubenzuckerzusatz (Stab 6) bewirkte in Versuch 22 und 23 
eine unbedeutende, knapp auBerhalb der methodischen Fehler- 
breite legende Steigerung, in Versuch 21 und 25 eine etwa 
ebenso groBe Hemmung der Milchsaiurebildung. Auch die 
Kinwirkung der Livulose (Stab 7) war unbetrichtlich. In 
Versuch 21 hemmte sie die Milchsiurebildung in geringem 
MaBe, in Versuch 22 und 25 blieb sie ohne EinfluB, in Ver- 
such 26 rief sie eine nicht sehr erhebliche, aber deutliche 
Steigerung der Milchsiurewerte hervor. 

Aus Maltose (Stab 9), deren Wirkung in den Versuchen 
17 bis 19 nicht ganz eindeutig war, wurde in Versuch 21, 22, 
24 und 25 keine, in Versuch 26 eine sehr unbedeutende Milch- 
siurebildung beobachtet. 

Glykogenzusatz (Stab 10) dagegen war wieder in allen 
Versuchen sehr wirksam. Die starkste Steigerung erzielte er 
in Versuch 23, wo eine Zunahme um 0,7°/,, d.h. mehr als 
100°/, des Wertes im Leerversuch (Stab 5) erfolgte. 

Die Milchsiurebildung aus zugesetzter Hexosephosphat- 
lésung (Stab 8) kommt in ihrer Wirkung dem starksten Milch- 
siurebildner, dem Glykogen annahernd gleich. Nicht viel ge- 
ringer war auch die Milchsaurebildung aus pflanzlicher Starke 
(Stab 11 und 12). 
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6) Zeitversuche bei 45° und 30°. 


Die bis jetzt besprochenen Versuche iiber die Milchsaure- 
bildung im Muskelbrei waren alle bei héherer Temperatur, 
mindestens 40°, meist 45°, angestellt worden. Es geschah 
dies, weil bekannt war, daB die dabei auftretende Milchsaure- 
bildung ein sehr schnell verlaufender, nach einer Stunde be- 
reits 1m wesentlichen abgeschlossener ProzeB ist. So ermég- 
licht die kurze Versuchsdauer, die Gefahr bakterieller Stérungen 
oder Tauschungen so gut wie sicher auszuschlieBen. 

In meinen friiheren Versuchen!) war immer nur fest- 
gestellt worden, daB nach 2 Stunden keine héheren Werte zu 
erhalten sind, als nach 1 Stunde; der genaue zeitliche Verlauf 
der Milchsiurebildung jedoch war noch nicht messend verfolgt 
worden. 

Kin genauer Einblick in den zeitlichen Verlauf der Milch- 
siurebildung unter den gewahlten Versuchsbedingungen war 
um so wiinschenswerter, als die Absicht bestand, den Einflub 
zugesetzter Substanzen auch unter den etwas schonenderen 
Bedingungen niederer Temperaturen festzustellen. 

Im folgenden sind daher vier Versuche mitgeteilt (Tab. Vla 
und VIb, Versuch 27 bis 30), in denen die genuine Milchsaure- 
bildung im Muskelbrei 2 bis 3 Stunden lang in kurzen Zeit- 
abstiinden verfolgt wurde, wobei alle Bestimmungen nach 
Atherextraktion ausgefiihrt sind. Die erhaltenen Werte sind 
in den Figuren 1 bis 4 als Diagramme aufgezeichnet. Je zwei 
Versuche wurden bei 45 und 30° angestellt, der erste immer 
an sofort gefangenen Winterfréschen, der zweite an Tieren 
desselben Fangs, nachdem sie durch 8 tagigen Aufenthalt im 
Brutschrank in ,,Warmfrésche“ umgewandelt worden waren. 

Durch die Brutschrankbehandlung ist der sofort im ganzen 
Muskel ermittelte Glykogenwert (Stab 4 Versuch 27 und 28) 
von 0,435°/, auf 0,127°/, gesunken, soweit man den Glykogen- 
gehalt verschiedener Tiere desselben Fangs bei ihren groBen 
indiviuellen Unterschieden miteinander vergleichen kann. Durch 
das 2stiindige Einsetzen in ein Wasserbad von 45° wird in 





1) Laquer, a. a. O. 















Tabelle Vtia. 
Zeitversuche bei 45° 

























































































. Glykogen- II. Milchsiurebestimmungen =" 
Ver- estimmung sik i éy 
such Tag Tiere | B. sofort | | 3 ob Bemerkungen 
N A. | ach | Rach nach | nach | nach | nach | nach | 22 
Fe nac | om 
sofort} 5 cian | tem | 15’ | 30’ | 45° | 60’ | 120° | 
7a tdn. | Wiegen | \ 
1 2 3 Pe) 8S we eS 10 | 11 | 12 | 13 
7 5 Eskulenten | Ze . : | | | ; : ” 
27 | 5. IIL. 21 Fang 4. IIL. 2 0,435 | 0,066 0,250 | 9 0, ial 187 | 0,836 | -— 0,939 | 45 Winterfrésche 
| | 
4 3 Eskulenten | 
= 8 fagre1) ans 4: Ul. 21 | 4 797) ooo] 0,220 | 0, 742 0,777 | 0,761 0,753 0,837) 45 | ,, Warmfrosche 
ot 8 Tage im Brut- | | | 
& schrank bei 24° | 
_ | | 
N 
om 
i; Tabelle VIb. 
Zeitversuche bei 30°. 
i crane _>hy aaiaareeiaiia 
a Glykogen- a Milchsaurebestimmung en 7 ay 
fa hl mn: ‘i | ht ty 
such Tag Tiere bestimmung sofort nach | nach | nach | nach | vach | £06 | Bemerkungen 
Nr sofort ance » | go | , | Ee 
Wiegen | 20’ | 40’ | 60° | 90° | 185’ | SE 
1 2 3 4 5 BRaAEae | 10 | a | — 
29 | 22.11.21 Ed erg 1,335 0,230 0,508 0,652 | 0,787 0, 0,967 | 1,216 | 30 | Winterfrésche 
am ge i 3 | 
- 3 Eskulenten | | | 
P P Fang 21. II. 21 i re x Ee 
30 | 38. III. 21 10 Tage fat Wad 0,730 0,271 0 442 0,637 | 0,745 0,776 | 0,798} 30 |,, Warmfrésche 
schrank bei 24° | | 
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Versuch 28 das Glykogen véllig, in Versuch 27 bis auf ganz 
geringe Reste aufgebraucht. 

In Stab 6 findet sich der vor Kinwirkung der Warme- 
starre im Muskelbrei vorhandene Milchsiurewert, der wihrend 
des Zerschneidens der Muskeln und der iibrigen Vorbereitungen, 
die einschlieBlich des Abwiegens rund '/, Stunde erforderten, 
entstanden war. Er betrigt 0,22 bzw. 0,25°,. 

Bereits nach !/, stiindigem Verweilen im Wasserbad von 
45° ist die Milchséurebildung im wesentlichen abgeschlossen. 
Sie nimmt bei den glykogenreichen, nicht im Brutschrank ge- 
haltenen Fréschen nur noch von 0,76°/, auf 0,94°/, nach 
2 Stunden zu. Bei den glykogenarmen Tieren (Vers. 28) sind 
die Milchsiurewerte in der ersten halben Stunde ganz ihnlich 
wie in Versuch 27. Dann aber bleiben sie stehen, so daf 
nach 2 Stunden (Stab 11) der Unterschied gegeniiber den 
glykogenreichen Tieren knapp 0,2°/, betragt, wihrend der 
Unterschied im Glykogengehalt etwa 0,3°/, betrug. Also auch 
hier lassen sich wieder keine streng quantitativen Beziehungen 
zwischen Glykogengehalt und milchsidurebildungsfihigen Sub- 
stanzen nachweisen. Nur soviel ist in beiden Versuchen sicher, 
daB sowohl die nach 3/, Stunde erreichten Werte, wie die nicht 
sehr viel gréBeren, die im Verlauf der iibrigen 2 stiindigen 
Versuchsdauer auftreten, die vorhandenen Glykogenvorrate um 
ein mehrfaches iibertreffen. Auch in diesen, gleich denen der 
vorigen Reihe an kiinstlich erwirmten Tieren angestellten Ver- 
suchen, besonders in Versuch 28, miissen auBer Glykogen und 
Lactacidogen noch andere milchsiurebildenden Substanzen im 
Muskel vorhanden sein, wobei in erster Linie wieder an inter- 
mediire Abbauprodukte des Glykogens zu denken ist. 

Der zeitliche Verlauf ist in Fig. 1 und 2 verdeutlicht, 
aus denen besonders der schnelle Anstieg der Milchsiurebil- 
dung im Anfang klar ersichtlich ist und die Schnelligkeit mit 
der sich der ProzeB auch unter ausreichender Pufferung bei 
45° abspielt. 

Wesentlich anders verlief die Milchsiurebildung in den 
beiden bei 3U° angestellten Versuchen (Vers. 29 und 30). In 
Versuch 29, in dem die Muskeln noch einen sehr hohen 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXVI. 14 
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Glykogengehalt von 1,33°/, hatten, war die Milchsaiurebildung 
nach 21/, Stunden allem Anschein nach noch nicht zum Ab- 
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Fig. 2. 


schluB gekommen, jedentalls zeigt die ganz geradlinige Kurve 
keine Verlangsamung des Prozesses (Fig. 3). Der erhaltene 
Wert von 1,2°/, Milchsiure bleibt noch etwas hinter dem 
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urspriinglichen Glykogengehalt des Muskels von 1,33°/, (Stab 4) 
zurick. Dieser auffallend geradlinige Kurvenverlauf ist erst 
vom Zeitpunkt 40 Minuten an zu beobachten, wahrend der 
ProzeB vorher eine verinderliche Geschwindigkeit aufweist. 
Die Funktion 14Bt sich aus den drei ermittelten Punkten 
0 Minuten, 20 Minuten und 40 Minuten nicht genau formulieren. 
Man mu8 aber an die Méglichkeit denken, da8 die anfangliche 
Geschwindigkeit deswegen gréfer ist, weil neben dem Glykogen 
noch andere Milchsaurebildner vorhanden sind. Sind diese, 
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in dem vorliegenden Versuch bei 40 Minuten, aufgebraucht, 
so wird Milchsiure nur noch aus Glykogen gebildet. Da fir 
diesen Abbau eine intermediire Kuppelung mit Phosphorsaiure 
als notwendig angenommen wird, so ist der lineare Kurven- 
verlauf erklart. Ein unmittelbar vom Glykogen zur Milchsdure 
fiihrender Fermentproze8 miBte nach dem Massenwirkungs- 
gesetz verlaufend logarithmischen Charakter haben. Endgiiltig 
kénnte diese Frage nur durch weitere Untersuchungen ent- 
schieden werden, bei denen vor allem auch die Abspaltung 
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Lactacidogenzerialls unter den gewahlten Bedingungen messend 
zu verfolgen wire. 

In Versuch 30 hatte der Aufenthalt im Brutschrank den 
Glykogengehalt auf 0,73°/, (Stab 4) vermindert. Dement- 
sprechend kam die Milchsiurebildung bereits nach einer Stunde 
(Stab 8) im wesentlichen zum Abschlu8. Der erreichte Wert 
entspricht etwa dem Glykogengehalt. Wahrend der ersten 
Stunde zeigt die Kurve (Fig. 4) annihernd linearen Verlaut. 
Die in Versuch 29 anfinglich beobachtete Beschleunigung 
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konnte hier nicht festgestellt werden. Auch in diesem Ver- 
such wurde nicht untersucht, ob das im Muskel vorhandene 
Glykogen bei 30° nach 2 Stunden aufgebraucht ist. .Dies 
wurde in einem spiteren Versuch (32) nachgeholt, in dem 
allerdings der Glykogengehalt der frischen Muskulatur nur 
0,4°/, betrug. Nach 2stiindigem Aufenthalt bei 30° war aus 
dem Muskelbrei alles Glykogen verschwunden. Doch spricht 
auch in dem in Fig. 4 wiedergegebenen Versuch 30 die starke 
Abflachung der Kurve fiir eine véllige Erschépfung der Milch- 
siiure hefernden Substanzen. 

Die Versuche zeigen, daB bei 30° der Zeitpunkt, an dem 
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die Milchsiurebildung zum Abschlu8 kommt, im wesentlichen 
yom Glykogengehalt der Muskulatur abhingig ist. Daher 
sind die im folgenden Abschnitt aufgefiihrten Versuche iiber 
die Milchsiiurebildung im Muskelbrei bei 30° und ihre Beein- 
fluBbarkeit durch zugesetzte Kohlehydrate an méglichst gly- 
kogenarmen Tieren angestellt und 3 Stunden lang durchgefihrt 
worden. 


7. Einflu8 verschiedener Kohlehydrate auf die Milchsaure- 
bildung im Muskelbrei bei 30°. 


Aus den im vorigen Abschnitt erérterten Griinden wurden 
die folgenden Versuche bei 30° angestellt und mit Riicksicht 
auf den etwas langsameren Reaktionsverlauf zunichst nach 
zwei, dann meist erst nach drei Stunden unterbrochen. 

DaB bei 45° auf oxydativem Wege keine Milchsiure zum 
Verschwinden kommt, war bereits in den ersten Versuchen 
dieser Arbeit festgestellt, denn Cyankalizusatz war ohne EKin- 
fluB auf das S.B.M. Bei 30° hatte Meyerhof bei seiner 
friiheren Versuchsanordnung gefunden, daB durch Cyankali 
eine leichte Erhéhung der Milchsiurewerte zu erreichen ist. 

Von den in den bisherigen Versuchen untersuchten Kohle- 
hydraten wurden Dextrose, Livulose, Maltose und Glykogen 
dem Muskelbrei in der stets verwandten 2°/, igen Lésung zu- 
gesetzt. Als Suspensionsfliissigkeit diente die gleiche Phos- 
phatlésung wie bisher, in Versuch 31 kam das Kaliumsalz, 
in den iibrigen Versuchen das Natriumsalz zur Anwendung. 
Ein Unterschied in der Wirkung wurde wie in allen friiheren 
Versuchen nicht beobachtet. Wurde Cyankali zugesetzt, so 
geschah es stets in der Menge, daB eine Mol./200-Liésung ent- 
stand. Nur in Versuch 35 wurde aus noch zu erérternden 
Griinden die Cyankalilésung in der Verdiinnung Mol./1500 
angewandt. Alle Milchséurebestimmungen geschahen mittels 
Atherextraktion. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle VII zusammengestellt. In 
Versuch 31 wird das genuine S.B.M. in der Phosphatliésung 
nach 2 Stunden noch nicht vdéllig erreicht, da es nach 3 Stun- 
den um nicht ganz 0,1°/, hoher ausfillt. Cyankalizusatz ist 
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Tabelle 


EinfluB verschiedener Kohlehydrate 












































Milchsiiure 
A. — Se - 
Sofort ; . 
B. Nach 2 Stunden C. Nach 
z @ ela 
cos] oS e 
= .. so. : wd | ot 
: Tag Tiere 5 q s FI + = 
~ a a moO | me , oe oer 
e Sp Ry Os 2) bp i| a i) 
<4 ° 3 rts 5 woil & — 
nig | eo;eacs || 4 c 
png Be |~2l ah) & & 
chs ay 3 Sa ws | i 
q of] 5 E ) 
Bi Seis i. = 
_ _ _ 
&§ & | §& 
! ba 
1 2 3 4 5 e=-4 8 9 
) RARE! Ss ee Re et a 
_ — ———— ———— — — —— | Tl 
| \| 
6 Eskulenten ! 
ov. | Fane 4 IV. 21 PO | 0,679 | 0,723 
31/12. 1V. 21) 7 Tage im Brut. | %34! | 0688) 1,103 | 1 935 | 0,782 0,700 | 
sehrank bei 24°. | 
7 Eskulenten | 
sefor.Iv. a1] pang 2 IV. 2 "0,637 | 0,645 
oes "1 2 Tage im Brut- —. _ és ’ ans 
schrank bei 24°. 
4 Eskulenten | I 
ag) 3. v.21 | Fane 22-1V. 21 |, | | ia 
‘ PTT 8 Tage im Brut- ae aa oe Bee i. a 
schrank bei 24°. | | 
8 Eskulenten | | 
34{ 9. V. 21 | Fang 29. IV. 21 [0,177] — | — | — | 0,858; — 
10 Tage im Keller. | | | 
5 Eskulenten | | | 
Sendung 17. VI. 21 | | 0.326 | 
~ 199 ‘ 7 ae — es ? i 
fangenschaft. 




















Uber den Abbau der Kohlehydrate im quergestreiften Muskel. 209 














VIL. 
auf die Milchsiurebildung bei 30°. 
bestimmungen im Muskelbrei 
3 Stunden 3 
ms eile Te 
} > ~ 
| a oe 2 E. 
“a F | ar ae on = - E Bemerkungen 
Ss: ia 3 = | = FI ahi h] z 
Se She | SO] BO] ys > B, 
N ~ | °o } 
o8 |Sse hl Sus So - | §& = = 
Riess eel eg| a4] s 
ag PS | oe | Bg 2 _ = 
- an 2 oO ds} ° Tas) m2 
an |&f | .& hy a = 
~ oH > a, . 
o 5 et 
6. | wh 12 138 | 14 15 16 17 
1,179 1,206 ” 
1,202 a 1,275 ici ov e 
Das Glykogen des 
0,878 — 0,958 s Muskelbreies war 
0,915 eae 0,987 | 1,048 0,582 — 30 nach 2 Stunden 
verschwunden 
(te | 1,001, — | 0,855 0,858 | 30 
“ei = | cael = _ | 30 
0,687 | _:1,150 | 1,284 0,840 0,884 | 9, 
0,675 | 1,157 | 1,189 | 0,858 | 0,875 











i SR ht i cal gy > heat ft viata tice a raphe 











210 Fritz Laquer, 


dabei ohne EKinflub. Die Unterschiede (Stab 8 und 9) liegen 
innerhalb der methodischen Fehlergrenzen, wie die sich iber- 
kreuzenden Doppelbestimmungen zeigen. Traubenzuckerzusatz 
in Phosphat-Cyankalilésung (Stab 6 und 11) bewirkte sowohl 
nach 2 wie nach 38 Stunden eine Steigerung der Milchsiure- 
bildung um 0,4 bis 0,5°/,. Abhnlich wirkte das in gleicher 
Weise zugesetzte Glykogen (Stab 7 und 13). Da nach 3 Stun- 
den in den Zusatzversuchen stets héhere Werte auftraten als 
nach 2 Stunden, wurden die folgenden Versuche alle erst nach 
3 Stunden abgebrochen. Vor bakteriellen Stérungen schiitzte 
ich mich durch méglichst griindliche Sterilisierung der Gefiibe 
und Flissigkeiten vor dem Versuch. 

Aus diesem ersten Versuch der Reihe geht hervor, daB he- 
reits bei 30° der Muskelbrei nicht nur aus zugesetztem Glykogen, 
sondern auch aus zugefiigtem ‘l'raubenzucker Milchsiure bilden 
kann, in scharfem Gegensatz zu den Verhiltnissen bei 45°, 
wo im Muskelbrei nur zugesetztes Glykogen, Hexosephosphat 
und pflanzliche Stirke in Milchsiure umgewandelt werden 
kénnen, wihrend der Traubenzucker so gut wie wirkungslos 
ist, mitunter sogar eine geringe Hemmung hervorrutt. 

In Versuch 32 bewirkte Traubenzuckerzusatz eine etwas 
kleinere Steigerung als Glykogen, dessen Wirkung seinerseits 
wieder geringer war, als im vorhergehenden Versuch. Die 
additionellen Milchsiurewerte nach Traubenzuckerzusatz (Stab 10) 
und Glykogenzusatz (Stab 12 und 13) sind aber noch deutlich 
héher als die genuinen Milchsiurewerte (Stab 8 und 9). Cyan- 
kalizusatz ist sowohl bei der genuinen wie bei der additio- 
nellen Milchsiurebilduug nach jeder Richtung hin einfluBlos, 
wie ein Vergleich zwischen Stab 8 und 9 bzw. Stab 12 und 13 
zeigt. Die folgenden Versuche konnten daher ohne Cyankali- 
zusatz angestellt werden. 

Maltose (Stab 14) hatte im Gegensatz zum Traubenzucker 
und Glykogen keinen deutlichen EinfluB auf die Milchsaiure- 
bildung. 

In gleicher Weise verliefen Versuch 33, 34 und 35, die 
an glykogenarmen Tieren im Friihling und Sommer angestellt 
waren, so daB die genuine Milchsiurebildung nur zwischen 
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0,3 und 0,35°/, betrug. Um so kraftiger ist die Steigerung 
durch Zusatz von Glykogen, Traubenzucker und Fruchtzucker, 
wihrend Maltose fast wirkungslos bleibt. Aus den Versuchen 
geht hervor, daB der Muskelbrei bei 30° aus den Monose- 
sacchariden Traubenzucker und Fruchtzucker Milchsiure bilden 
kann unter den gleichen Bedingungen, unter denen er bei 45° 
dazu nicht mehr oder kaum noch fahig ist. 

Aber auch bei 30° erwies sich Glykogen als der stirkste 
Milchséiurebildner, Livulose und Dextrose folgten in weitem 
Abstand. Ihre Wirkung war in Versuch 34 gleich, in Ver- 
such 85 wurde aus Livulose etwas mehr Milchsaure gebildet 
als aus Dextrose. 

Was schlieBlich das Verhiltnis der genuinen Milchsiure- 
bildung im Muskelbrei (Stab 8) zum Glykogengehalt der frischen 
Muskeln (Stab 4) betrifft, so sind in den Versuchen dieser 
Reihe, die alle an Frihjahrs- oder Sommerfréschen angestellt 
worden sind, die Milchsiurewerte héher als die entsprechenden 
Glykogenwerte. Der Unterschied betrigt in Versuch 32 bis 35 
zwischen 0,06°/, (Vers. 35) und 0,22°/, (Vers. 32), diirfte also 
durch den voraussichtlich vorhandenen Lactacidogengehalt ge- 
deckt werden. Nur in Versuch 31 muB bei einem Unterschied 
von 0,38°/, zwischen Glykogengehalt und Milchsiurebildung 
auBer Glykogen und Lactacidogen noch eine weitere, allerdings 
nicht sehr erhebliche Quelle fiir die Milchsiurebildung in Be- 
tracht gezogen werden. 

In der schon erwihnten, kiirzlich erschienenen Arbeit 
Meyerhofs!) wurde der Muskelbrei bei den wesentlich niedri- 
geren Temperaturen von 14—20° gehalten. Infolge des viel 
langsameren Reaktionsverlaufes muBten die Versuche bis zu 
23 Stunden ausgedehnt werden. 

Ks ist ohne weiteres zuzugeben, daB hohe ‘Temperaturen 
den Muskel wesentlich schneller zum Absterben und die Abbau- 
vorgiinge rasch zum Stillstand bringen kénnen, oft, bevor noch 
alles Ausgangsmaterial ganz umgesetzt ist. Demgegeniiber 
besteht der gewaltige Vorteil, bei kurz dauernden Versuchen 
vor bakteriellen Stérungen und Tauschungen geschiitzt zu sein. 

1) Meyerhof, Pfligers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921), 
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Daher konnte ich mich trotz Wahrung méglichst aseptischer 
Bedingungen nicht entschlieBen, meine Versuche iiber 3 Stun- 
den auszudehnen, weswegen ich in dieser Arbeit auch nicht 
unter eine Temperatur von 30° herunterging. 

Der rasche Reaktionsverlauf bei hoher Temperatur bietet 
den weiteren Vorteil, daB man die zu priifenden Substanzen 
sofort nach dem Zerschneiden zum Muskelbrei hinzufiigen und 
die Mehrbildung gegeniiber einem gleichzeitigen Kontrollansatz 
ohne Zusatz messen kann. So erhalt man wesentlich starkere 
Ausschlige, als wenn man im Muskel zuniichst die genuine 
Milchsiurebildung mehrere Stunden hindurch ablaufen 1libt 
und dann die zu priifenden Substanzen zu einem trotz aller 
Pufferfliissigkeiten schwer geschidigtem System hinzufiigt, wie 
es Meyerhof tut. Seine Ausschlige sind daher mitunter so 
gering, da sie innerhalb der methodischen Fehlerbreiten 
liegen (Vers, 35 bis 39 seiner Arbeit). Manche Substanzen sind 
auBerdem nur in einem einzigen Versuch (38) gepriift. In 
einem anderen. Versuch (37) sind die Unterschiede dagegen 
so stark, daB der Autor sie wegen der Méglichkeit bakterieller 
Invasion selbst anzweifelt und einklammert. 

Wie gefahrlich es ist, bei der Meyerhofschen Versuchs- 
anordnung auf Grund weniger Versuche weitreichende Schliisse 
zu ziehen, sieht man aus folgendem: 

In seinem Versuch 38 (S. 133) bildete der Muskelbrei bei 
21° in einer n/2000-Cyankalilésung nach 22 Stunden ohne 
Zusatz 0,843°/, Milchsiure. Zusatz von Kohlehydraten in 
0,8°/,igen Lésungen wahrend der letzten 31/, Stunden ver- 
mehrte die Milchsaéurebildung in folgender Weise: Glucose um 
0,13°/,, Fructose um 0,11°/,, Mannose um 0,09°/,, Galactose 
um 0,07°/,, Glykogen um 0,025°/,. Bei diesen geringen Unter- 
schieden ist noch zu beriicksichtigen, daB die von Meyerhot 
verwandte Milchsiurebestimmungsmethode (ohne Extraktion) in 
der einen auf Seite 118 mitgeteilten Analyse eine Ausheute 
von 83,3°/, liefert. Da in den beanstandeten Versuchen Zucker 
zugesetzt wurde, hat der Autor wahrscheinlich vorher mit 
Amylalkohol extrahiert, was die Ausbeuten nach seinen friiheren 
analytischen Angaben noch etwas weiter herabdriickt. Hs ist 
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selbstverstindlich, daB ein verhiltnismaBig so groBes Defizit 
von 16—20°/, niemals konstant ist und recht betrichtliche 
Schwankungen aufweist. 

Ich halte es daher durch diesen einen Versuch mit seinen 
winzigen Ausschligen nicht fiir erwiesen, daB die zugesetzten 
Monosaccharide, Fructose, Mannose und Galactose bei der 
Milchsiurebildung wirksam gewesen sind, vor allem nicht in 
der oben wiedergegebenen Reihenfolge. 

Fiir voéllig unberechtigt halte ich ferner den SchluB, den 
Meyerhof auf Grund dieses Versuchs (38) und eines zweiten 
(39) zieht, daB Cyankali die Milchsiurebildung aus Trauben- 
zucker unbeeinfluBt l4Bt, dagegen die aus Glykogen hemmt, 
da die Muskeldiastase gegen Blaus’ure empfindlich sei. Wenn 
das wirklich der Fall wire, so ist nicht einzusehen, warum 
Cyankali die Muskeldiastase nur gerade gegeniiber zugesetztem 
Glykogen unwirksam werden laBt, wihrend die genuine Milch- 
siurebildung von 0,8°/, in den beiden Versuchen trotz des 
Cyankalizusatzes aus dem von vornherein im Muskel vorhan- 
denen Glykogen seinen vollig ungestérten Verlauf nimmt, der 
nach Meyerhofs Ansicht doch auch zuniachst mit einer 
diastatischen Spaltung des Glykogens in niedere Kohlehydrate 
einsetzt. 

In Wirklichkeit ist das glykogenspaltende Ferment des 
Muskels gegen Blausaéure véllig unempfindlich, wie aus meinen 
bereits mitgeteilten Versuchen 1 bis 3 (Tab. I) hervorgeht, in 
denen trotz eines viel stiirkeren Cyankalizusatzes in n/200-L6- 
sungen auch aus dem zugesetzten Glykogen eine mehr oder 
weniger deutliche Milchsaurebildung beobachtet werden konnte. 
Auch in Versuch 31 und 32 (Tab. VII) dieser Reihe bildete 
der Muskelbrei aus zugesetzem Glykogen trotz einer n/200- 
Cyankalibeigabe 0,3—0,5°/,, in Versuch 35, in dem eine 
n/1500-Cyankalilésung in der iiblichen Phosphatkonzentration 
als Suspensionsfliissigkeit diente, fast 1,0°/, Milchsiure. Bei 
diesem letzten Versuch benutzte ich die gleiche Cyankali- 
konzentration wie Meyerhof, um dem méglichen, wenn auch 
von vornherein sehr unwahrscheinlichen Kinwand zu begegnen, 
da8 uur ganz schwache Cyankalilésungen die Milchsiurebildung 
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aus Glykogen hemmten, wihrend stirkere Konzentrationen un- 
wirksam blieben. 

Tatsichlich In Wirklichkeit ist die Milchsiurebildung aus 
zugesetztem Glykogen im Froschmuskelbrei gegen Blausiure 
bis zur Konzentration n/200 herab unempfindlich. In noch 
nicht veréffentlichten Versuchen am Warmbliitermuskelbrei war 
gleichfalls keine Blausiurehemmung der Glykogenspaltung zu 
beobachten, weder in den Versuchen ohne Zusatz, noch in 
den mit zugesetztem Glykogen angestellten. 


D. Ergebnisse und Schlubfolgerungen. 


Bei der zusammenfassenden Betrachtung der tatsichlichen 
Ergebnisse vorliegender Untersuchung sieht man zunichst in 
Ubereinstimmung mit meinen friiheren Versuchen, dab die 
Milchsiurebildung im zerkleinerten Froschmuskel bei 45° ein 
sehr rasch verlaufender ProzeB ist, der schon nach einer halben 
Stunde im wesentlichen abgeschlossen ist, auch wenn man fiir 
ausreichende Pufferung gesorgt hat. Um das Maximum der 
Saurebildung zu erreichen, miissen die entstandenen Produkte 
neutralisiert werden, wofiir sich als Suspensionsfliissigkeit eine 
sekundire Phosphatlésung, die 1,4°/, H,PO, enthalt, am ge- 
elgnetsten erwies. 

Der Zeitpunkt, an dem bei 30° die Milchsiurebildung im 
Muskelbrei zum AbschluB kommt, richtet sich nach seinen 
Kohlehydratvorraten, wofiir der Glykogengehalt des frischen 
Muskels einen gewissen Anhaltspunkt liefert. Bei einem 
mittleren Glykogenbestand zwischen 0,2 und 0,8°/, ist sie bei 
30° nach 2 Stunden praktisch abgeschlossen. 

Auch die Héhe des S.B.M. ist vom Kohlehydratbestand 
abhaingig, fir den der Glykogengehalt deswegen kein zuver- 
lassiger MaBstab ist, weil in einzelnen Versuchen, auffallend 
hiufg bei Fréschen in der kilteren Jahreszeit, die vor dem 
Versuch mehrere Tage hindurch im Brutschrank warmgehalten 
worden waren, eine Milchsiurebildung beobachtet werden konnte. 
die ein Mehrfaches des vorhandenen Glykogens betrug. 

Kin Teil dieser Milchsiure entstammt fraglos dem Lact- 
acidogen, das unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen 
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bei 45° voéllig in Milchsiure und Phosphorsiure aufgesyalten 
wird. Doch reichen mitunter Glykogen und Lactacidogen zu- 
sammengenommen nicht aus, um den ganzen Betrag der ent- 
standenen Milchsiure zu decken. Will man daher an der 
gut begriindeten Annahme festhalten, daB die Milchsiure im 
Muskel ausschlieBlich Kohlehydraten entstammt, so miissen 
als Milchsiurebildner noch andere Kohlehydrate in Betracht 
kommen, die vorliiufig als ,,Zwischenkohlehydrate* bezeichnet 
werden. Besonders leicht wird das Glykogen in vivo in solche 
Zwischenkohlehydrate iibergefiihrt, wenn man Winterfrésche 
mit hohem Glykogengehalt mehrere Tage lang im Brutschrank 
bei 24° erwirmt. Da hierbei auch der Lactacidogengehalt, 
gemessen an der durch Wirmestarre abspaltbaren freien Phos- 
phorsiure, zunimmt, so ist daran zu denken, daB das Glykogen 
in eine leichter verwertbare Form iibergegangen ist, wobei 
allerdings die chemischen und biologischen Beziehungen zwischen 
Lactacidogen und Zwischenkohlehydraten noch ginzlich un- 
geklart sind. 

Ks mag vielleicht auffallen, da& in dieser Arbeit nicht 
versucht wurde, die auger dem Glykogen vorhandenen Kohle- 
hydrate quantitativ zu erfassen. Bereits Seegen’) versuchte, 
die Gesamtkohlehydrate der Leber zu bestimmen. Parnas 
und Wagner’) wandten seine Methode, die Meyerhof?*) iiber- 
nommen hat, auf den Muskel an, Loewi‘*), sowie Forsch- 
bach und Schaeffer’) gingen in abnlicher Weise vor. Das 
allen Autoren gemeinsame Verfahren ist dies, den Muskel ent- 
weder nach Abtrennung des Glykogens oder teilweise auch 
mit ihm zusammen einer Saurehydrolyse zu unterwerfen. Der 
dabei entstandene Zucker wird dann quantitativ bestimmt, in 
analoger Weise, wie das nach der Pfliigerschen Methode 
gefaillte Glykogen durch Spaltung mit Salzsiure in Trauben- 
zucker iibergefihrt, quantitativ gemessen werden kann. 





1) Seegen, Pfliigers Arch. Bd. 37, S. 348 (1885). 

*) Parnas und Wagner, a. a. O. 

5) Meyerhof, a. a. QO. 

*) Loewi, Therap. Mon.-Hefte Bd. 32, S. 350 (1918). 

5) Forschbach und Schaeffer, Arch. f. exper. Pathol. Bd. 82, 
S. 344 (1918). 
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Alle Untersucher machen dabei stillschweigend die Voraus- 
setzung, daB saimtliche im Muskel vorhandenen Kohlehydrate 
beim 1—8stiindigen Kochen mit ca. 2°/,iger Salzsiure rest- 
los in Traubenzucker iibergehen, jedenfalls in ein Kohlehydrat, 
dessen Reduktionskraft mit der des Traubenzuckers identisch 
ist. Diese Annahme ist nicht erwiesen. Embden und 
Laquer!) konnten beispielsweise zeigen, daB die mit Baryt 
fallbare Kohlehydrat-Phosphorsiureverbindung oder Verbin- 
dungen frischer Muskeln 90 Minuten lang mit starker Schwefel- 
siure im Autoklaven gekocht werden kénnen, ohne daB die 
Zunahme der Reduktionskraft zu Ende kommt. 

Forschbach und Schaeffer haben zwar gezeigt, dah 
die Reduktion des Filtrats der alkoholischen Fallung von 
Muskelbrei nur auf dem Vorhandensein von Glucose beruht. 
Sie haben aber nicht bewiesen, daB der bei der nachfolgenden 
Siiurehydrolyse des Filtrats auftretende Zucker reiner Trauben- 
zucker ist. Dies ist leicht nachzuholen und erscheint wahr- 
scheinlich. Viel schwieriger diirfte der Nachweis zu erbringen 
sein, daB bei ihrem Verfahren und dem ihrer Vorginger tat- 
sichlich alle Kohlehydrate des Muskels quantitativ in Mono- 
saccharide iibergegangen sind. 

Ferner mu8 man daran denken, daB bei laingerem Kochen 
mit Mineralsiuren auch aus Nucleinsféuren des Muskels, den 
bekannten sowohl wie den unbekannten, reduzierende Kohle- 
hydrate, im wesentlichen wohl Pentosen, freigemacht werden, 
die dann Traubenzucker vortiuschen, aber als Quelle fiir eine 
etwaige Milchsiurebildung nicht in Betracht kommen. 

Meines Erachtens kann daher die von allen Autoren an- 
gewandte Methode der Saurehydrolyse des Muskels nur gewisse 
Anhaltspunkte fiir seine Kohlehydratvorrite liefern. Ob und 
wie weit sie dadurch quantitativ bestimmt werden kénnen, 
wird sich erst entscheiden lassen, wenn die chemische Natur 
der Zwischenkohlehydrate eingehender erforscht ist. 

Trotzdem kann man sich iiber die einzelnen Etappen des 
Weges Glykogen—Milchsiure auf Grund meiner Zusatzver- 


1) Embden und Laquer, Diese Zs. Bd. 93, S. 94 (1914). 
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suche zum Muskelbrei bei verschiedenen Temperaturen ein 
gewisses Bild machen. 

Zugesetztes Glykogen wird vom Muskelbrei, der von 
Sommerfréschen und kiinstlichen Sommerfréschen, sogenannten 
, Warmfréschen“, stammt, auch bei 45° stets abgebaut, wenn 
man den ProzeB in einer sekundiren Phosphatlésung verlaufen 
laBt. In Bicarbonatlésung dagegen ist zugesetztes Glykogen 
unwirksam. Dies ist ein weiterer Beweis fiir die aktive Be- 
teiligung des Phosphats am Kohlehydratabbau auch in der 
quergestreiften Muskulatur. Da8B Winterfrésche aus zugesetz- 
tem Glykogen keine oder nur sehr wenig Milchsaure bilden, 
bietet eine Erginzung zu friiheren Befunden von Lesser und 
zu der von ihm gemachten Unterscheidung zwischen einem 
glykogenstabilen Zustand der Frésche im Winter und einem 
glykogenlabilen im Sommer. 

DaB unter den gleichen Bedingungen auch Hexosephos- 
phorsiure noch Milchsiure bildet, war nach den friiheren Be- 
funden im PreBsaft aus Warmbliitermuskeln zu erwarten, der 
nur dieses Kohlehydrat und das analog gebaute Lactacidogen 
bei 40° noch abbauen kann. Insofern kann man der Hexose- 
phosphorsiure wohl eine Sonderstellung zuerkennen, die 
Meyerhof auf Grund seiner letzten Versuche nicht zugibt. 

Auch pflanzliche Starke ist fiir den Muske] unter den 
geschilderten Bedingungen noch verwertbar, was darauf schlie- 
Ben laBt, daB bei ihrem Abbau 4bnlich angreifbare Kohle- 
hydrate entstehen, wie aus dem Glykogen. 

Der Zusatz anderer Kohlehydrate, soweit sie untersucht 
wurden, wie Maltose und vor allem Traubenzucker und Frucht- 
zucker ist bei 45° so gut wie wirkungslos. Die beiden letz- 
teren hemmten mitunter sogar die Milchsiurebildung in geringem 
Grade. Dieser zuniichst auffallende Befund, daB unter den 
gleichen Bedingungen, unter denen Glykogen leicht in Milch- 
siure umgewandelt werden kann, Traubenzucker keine Milch- 
siure bildet, zwingt zu der Annahme, daB der Traubenzucker 
in der angewandten Form im Muskel nicht direkt verwertbar 
ist. Nur das bei der Spaltung von Glykogen oder Lactacido- 
gen vielleicht in stato nascendi entstehende Kohlehydrat kann 
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in Milchsiure umgewandelt und somit fiir die verschiedenen 
Leistungen der Muskelzelle verwandt werden. 

Bei 30° dagegen ist die Fahigkeit des Muskelbreis, aus 
zugesetzter Dextrose und Liivulose Milchsaéure zu bilden, noch 
erhalten, genau so wie bei noch niederen Temperaturen und 
im isolierten unzerstérten Muskel, von dem man ja aus zahl- 
reichen Untersuchungen wei, daB er den Traubenzucker direkt 
zur Arbeitsleistung verbrauchen kann. Aber auch hier nehme 
ich an, daB die Dextrose erst eine Umwandlung in eine ver- 
wertbare Form durchmachen mu®, ehe sie zur Milchsiure ab- 
gebaut wird. Diese Umwandlung ist an die Erhaltung be- 
stimmter Bedingungen gekniipft, die in meinen Versuchen bei 
30° noch gegeben, bei 45° dagegen vollig oder nahezu villig 
zerstért waren, wihrend gleichzeitig die Verwertbarkeit des 
Glykogens und der Hexosephosphorsiure noch erhalten war. 

Das Verhalten der Maltose war nicht ganz eindeutig, 
jedenfalls ist sie weit weniger angreifbar als die iibrigen unter- 
suchten Kohlehydrate. 

Die Anwendung derartig ,,unphysiologischer“ Bedingungen, 
denen in der vorliegenden Arbeit der Muskel stets unterworfen 
war, ist natiirlich immer dem Kinwand ausgesetzt, man diirfe 
aus ihnen keine Riickschliisse auf das ungestérte Geschehen 
im normalen Organismus ziehen, wie das beispielsweise Neu- 
berg!) gegen die Theorie der obligaten Phosphatbeteiligung 
bei der alkoholischen Girung tut. Demgegeniiber ist an der 
Ansicht festzuhalten, da8 die unter ungiinstigen Bedingungen 
noch beobachteten Leistungen iiberlebender Organe sich um 
so eher im intakten Organismus abspielen, je widerstands- 
fiihiger sie gegen die verschiedenen absichtlich oder unabsicht- 
lich gesetzten Schidigungen sind, unter denen wir sie freiwillig 
oder gezwungen untersuchen. Ich halte im Gegenteil dieses 
Vorgehen ,,biologischer Fraktionierung“ fiir einen fruchtbaren, 
unter vielen Umstinden allein gangbaren Weg, um iiber die 
intermediiiren Stoffwechselvorginge in der lebenden Zelle Aul- 
schlu8 zu erhalten. 


') Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 103, S. 320 (1920). 
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Ein schematisches Bild, das man sich auf Grund der oben 
entwickelten Anschauung von der Milchsiurebildung im Muskel 
machen kann, ist hier aufgezeichnet: 


Glykogen 
| A 
ie 
Zwischenkohlehydrate 
, 4 : 
Lactacidogen »* Trauben- 


A zucker 
Milchsiure 


Wie man sieht, fiihrt kein direkter Weg vom Trauben- 
zucker zur Milchsdiure. Traubenzucker stellt die Transportform 
der Kohlehydrate dar, nicht die Reaktionsform. 

Es liegt nahe, die Annabme von der Schwierigkeit der 
Traubenzuckerverwertung im normalen Muskel auf das Diabetes- 
problem zu tibertragen. Dann stellt der Muskelbrei in meinen 
Versuchsbedingungen bei 45° das Modell eines diabetischen 
Organs dar. Die Ausnutzung des Traubenzuckers ist so gut 
wie aufgehoben, dagegen ist die Milchséurebildung aus Gly- 
kogen und Lactacidogen und damit auch die Vorbedingung 
fir eine gewisse Leistungsfahigkeit der Muskelzelle noch 
erhalten. Damit wird die bisher schwierig zu deutende Tat- 
sache, daB der diabetische Organismus den ‘Traubenzucker 
schwer verwerten, aber trotzdem noch ungestérte Muskelarbeit 
leisten kann, dem Verstaindnis erleichtert. Man muB eben 


annehmen, daB der Traubenzucker gewissermaBen nicht auf 


dem direkten Weg des Kohlehydratabbaus liegt. 


Die Anschauung, daB der Traubenzucker zu seiner weite- 
ren Verwertung im Organismus gewisser, leicht zu stérender 
Umwandlungen bedarf, ist nicht neu. Bereits Minkowski’) 
nimmt in seiner grundlegenden Arbeit iiber den Pankreas- 
diabetes als eine der méglichen Erklirungen folgendes an. 
»Vie Umwandlung der Dextrose in Glykogen ist eine Vor- 
bedingung fiir den normalen Verbrauch des Zuckers“ (S, 178). 


') Minkowski, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 31, 8. 85 (1893). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 15 
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So sieht auch Frank?) den Schliissel fiir. die Theorie des 
Diabetes in einer Pathologie des Glykogens. Isaac?) nimmt 
als ersten Akt des Traubenzuckerabbaus seine Umwandlung 
in die Knolform an. Die im Chemismus der Kohlehydratver- 
wertung in der Leber auftretende Verschiebung des Gleich- 
gewichts Enol—Traubenzucker mache das Wesen der diabeti- 
schen Stoffwechselstérung aus. 

Ob man die Lokalisation der diabetischen Stérung in dem 
Muskel oder der Leber, oder, was am _ wahrscheinlichsten 
erscheint, in allen Kohlehydrat verbrauchenden und Glykogen 
bildenden Organen annehmen will, dariiber méchte ich mich 
zuniichst nicht auBern. Als Arbeitshypothese iiber den mut- 
maBlichen Sitz der diabetischen Stérung habe ich in dem 
obigen Schema einen gestrichelten Pfeil eingetragen, der vom 
Traubenzucker zu den leichter verwertbaren Zwischenkobhle- 
hydraten fiihrt, wobei die Frage nach ihrer Natur zuniichst 
ganz offen bleibt. 

Versuche, diese Diabetestheorie experimentell zu stiitzen, 
sind unter Ausdehnung auf andere Organe, vor allem die 
Leber, in Angriff genommen. Sie gehen zunichst von den be- 
schriebenen Befunden aus, da uater gewissen Bedingungen 
Glykogen vom Muskel noch zur Milchsiure abgebaut werden 
kann, unter denen der Traubenzucker nicht mehr verwert- 
bar ist. 


Zusammenfassung. 

1. Es gelingt, die bisher iibliche Methode der Milchsaure- 
bestimmung unter Anwendung eines Mikro-Ather-Extraktions- 
apparates auch fiir eine wesentlich kleinere GréBenordnung so 
zu gestalten, dai 2—10 mg Milchsiure aus reinen Lésungen 
mit einer Ausbeute von 93—97°/, bestimmt werden kénnen. 

2. Fiir die Milchsiurebildung, die im Froschmuskelbrei 
nach 2—3 stiindigem Stehen bei 30—45° auftritt, schafft eine 
sekundire Phosphatlésung, die 1,45°/, H,PO, enthalt, das 
giinstigste Milieu. 


') Frank, Dtsch. med. Wochschr. Bd. 39, 8. 1927 (1913). 
*) Isaac, Therap. Halbmon, Bd. 35, S. 129 (1921). 
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3. Die unter diesen Bedingungen auftretende Milchsaure- 
bildung wird zeitlich verfolgt, wobei sich charakteristische 
Unterschiede zwischen den bei 30° und den bei 45° gewon- 
nenen Kurven ergaben. 

4. Die im Muskelbrei unter giinstigen Milieubedingungen 
vebildete Milchsiure iibertrifft meist den urspriinglich vor- 
handenen Glykogengehalt. Bei Friihjahrs- und Sommerfréschen 
wird der Unterschied zwischen Glykogen und Milchsiurewerten 
fast stets durch den Lactacidogengehalt des Muskels, berechnet 
nach der bei der Warmestarre frei werdenden Phosphorsiure, 
ausgeglichen. Bei Winterfréschen, die mehrere Tage bei 
22—27° gehalten waren, iibertreffen die erreichten Milchsiure- 
werte den Glykogen- und Lactacidogengehalt zusammen- 
genommen meist so betrachtlich, da& neben diesen beiden 
Milchsiure liefernden Substanzen des Muskels noch andere 
unbekannte Kohlehydrate als Quelle fiir die Milchsiurebildung 
in Betracht kommen. Sie werden vorlaufig als Zwischenkohle- 
hydrate bezeichnet. 

5. Von den dem Muskelbrei bei 45° zugesetzten Kohle- 
hydraten erwiesen sich Glykogen, pflanzliche Starke und Hexose- 
phosphat als starke Milchsiiurebildner, wihrend aus Maltose, 
Dextrose und Livulose keine oder fast keine Milchsaiure ent- 
stand. 

6. Ausgesprochene Winterfrésche, die aus zugesetztem 
Glykogen keine oder wenig Milchs&éure bilden, gewinnen diese, 
bei Friihjahrs- und Sommerfréschen in starkem MaBe vor- 
handene, Fahigkeit zuriick, wenn man sie mehrere Tage 
einer Brutschranktemperatur von 22— 27° ausgesetzt hat. 

7. Zugesetztes Glykogen kann vom Muskelbrei nur in 
Phosphat-, nicht in Bicarbonatlésung zu Milchsiure abgebaut 
werden, was einen weiteren Beweis fiir die aktive Beteiligung 
des Phosphats beim Kohlehydratabbau im Muskel darstellt. 

8. Von den dem Muskelbrei bei 30° zugesetzten Kohle- 
hydraten erwiesen sich neben dem Glykogen auch Dextrose 
und Liavulose als Milchsiurebildner. Die Tatsache, daB Trauben- 
zucker und Fruchtzucker im Gegensatz zum Glykogen und 


Lactacidogen nur unter den giinstigeren Bedingungen niederer 
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Temperaturen vom Muskelbrei zu Milchsiure abgebaut werden 
kénnen, spricht dafiir, da8 ‘Traubenzucker im Muskel nicht 
direkt, sondern erst nach Umwandlung in eine leichter angreif- 
bare Form verwertet werden kann. 

9. Die Fahigkeit des Muskels, den Traubenzucker in eine 
leichter verwertbare Form umzulagern, ist somit leicht zu 
schidigen. Ihr Verlust kann méglicherweise zur Erklarung 
der diabetischen Stoffwechselstérung herangezogen werden. 

10. Die Angabe Meyerhofs, daB Cyankali die Milch- 
siurebildung aus zugesetztem Glykogen hemmt, konnte nicht 
bestatigt werden. 





Uber die Bestimmung der Purinbasen im Harn. 
Von 


H. Steudel und Sung-Sheng Chou. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 39U. Juli 1921.) 


Die Purinsiuren im Harn werden heute wohl fast all- 
gemein nach der Kriigerschen Methode (Kupfersulfat und 
Natriumbisulfit) bestimmt in der Form, wie sie von Kriiger 
und Schmidt’) und spater von Kriger und Schmid?) an- 
gegeben ist. Eine genaue Beschreibung der Methode findet 
sich in jedem gréBeren Handbuche *) der physiologischen Chemie. 
Als wir nun gelegentlich einer Untersuchung, die aus hier 
nicht weiter interessierenden Absichten ausgefiihrt wurde, uns 
gleichfalls dieser Methode bedienten und das Filtrat des 
zweiten Kupferniederschlages bei schwach salzsaurer Reaktion 
vorsichtig auf dem Wasserbade eingeengt hatten, fiel uns auf, 
daB die zuriickbleibenden weifeu Krystallisationen der Chloride 
der Purinbasen reichlich mit Ammoniumchloridkrystallen durch- 
setzt waren. Da man nun gewohnlich in dieser Endfraktion 
den Stickstoff durch Veraschen nach Kjeldahl bestimmt und 
den erhaltenen Stickstoffwert auf den Purinbasengehalt der 
Fliissigkeit bezieht, so scheint uns hier eine Fehlerquelle ge- 
funden zu sein, durch die die Bestimmung des Purinbasen- 
gehalts des Harns zu hoch ausfallt. 


') Chem. Ber. Bd. 32, S. 2677 (1899). 

») Diese Zs. Bd. 32, S. 105 (1901); Bd. 45, S. 1 (1905). 

‘) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. 8. Aufl. 1909, S. 590; 
Abderhalden, Arbeitsmethoden III, 2, 884. 
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DaB bei der Kupfermethode die Bestimmung der Purin- 
basen héher ausfallt wie bei der Silbermethode, hat schon 
Huppert?) angegeben. Er hatte fiir diesen Fehler in erster 
Linie Eiwei8 und Rhodan verantwortlich gemacht, dabei aber 
die Frage offen gelassen, ob nicht auch noch andere stickstoff- 
haltige Harnbestandteile in den Kupferniederschlag eingingen. 
DaB dabei die allbekannten Harnbestandteile nicht in Frage 
kommen, ist oft von Nachuntersuchern nachgewiesen, Kreatin, 
Kreatinin, Hippursiure, Glykokoll und viele andere fallen nicht 
mit Kupfersulfat und Bisulfit aus ihren Lésungen aus. Die 
Frage ist aber durch solche negative Feststellungen nicht 
restlos beantwortet, schon deswegen nicht, weil die Natur des 
mit Kupfersulfat-bisulfit im Harn entstehenden Niederschlages 
noch nicht geniigend geklirt ist. Kine einfache Kupferoxydul- 
verbindung der Harnsiiure und der Purinbasen scheint es 
nicht zu sein, wenigstens konnte von Kriiger?) auch in sehr 
sorgfaltig gewaschenen Niederschligen immer das Vorkommen 
von Schwefelsiure nachgewiesen werden. Die Niederschlige 
sind also wohl komplizierter zusammengesetzt. Wir lassen es 
aber ganz dahingestellt, auf welche Weise das Ammoniak in 
die Niederschlage hineinkommt, ob gebunden als komplexes 
Ammonium-Purinbasensalz oder ob der Niederschlag hart- 
nickig etwa Reste von Harnstoff zuriickhalt, die durch noch 
so sorgfaltiges Auswaschen nicht entfernt werden kénnen und 
beim. Einengen des Filtrats vom Schwefelkupfer dann zersetzt 
werden. Méglicherweise entsteht das Ammoniak .auch erst, 
wenn im Filtrat der auskrystallisierten Harnsiure der noch in 
Lésung gebliebene Anteil mit Braunstein oxydiert wird, und 
es geht dann in den zweiten Kupferoxydulniederschlag mit 
ein, um im Filtrat davon nach der Zersetzung wieder- 
zuerscheinen. 

Wir lassen diese Fragen nach der Herkunft des Ammo- 
niaks, wie gesagt, durchaus offen und erwihnen nur noch, daf 
wir uns bemiiht haben die Kupferoxydulniederschliige so sorg- 
faltig wie médglich auszuwaschen. In der technischen Aus- 





1) Diese Zs. Bd. 22, S. 556 (1897). 
2) Diese Zs, Bd. 18, 8. 353 (1894). 
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fihrung der quantitativen Bestimmung haben wir uns zunichst 
genau an die eingangs erwahnten Vorschriften gehalten; das 
Filtrat des mit H,S in essigsaurer Lisung zersetzten zweiten 
Kupferoxydulniederschlages haben wir dann zur Bestimmung 
des Ammoniaks mit Barytwasser gegen Phenolphthalein genau 
neutralisiert, mit feingeschlammtem BaCO, versetzt und im 
Wasserdampfstrom destilliert. Die Hauptinenge des Ammo- 
niaks ging dann in die erste Vorlage iiber, in die zweite waren 
bei fortgesetzter Destillation nur noch Spuren iibergegangen. 
Je 400 ccm Mischharn wurden in Arbeit genommen, die Purin- 
basenfraktion lieferte dann Ammoniakmengen, die in oft 
wiederholten Versuchen z. B. 1,0, 0,9, 1,0 com n/10-Saure ent- 
sprachen. Bei einer 'Tagesmenge von durchschnittlich 1600 ccm 
Harn wiirde das etwa 4,0 ccm n/10-Siure oder 0,0056 g N 
entsprechen. Da die durchschnittliche Tagesmenge an Purin- 
basen etwa 0,0166 g N entspricht [soviel ist z. B. von Kriiger 
und Schmid!) gefunden,.] so wire von dieser Zahl noch der 
obige Betrag von Ammoniakstickstoff abzuziehen, um den 
wahren Wert des Purinbasen-N (0,0110 g N) zu_ erhalten. 
Durch die Vernachlassigung des Betrages fiir Ammoniak 
kénnen also die Werte fiir den Purinbasenstickstoff rund 54°/) 
zu hoch ausfallen. 

DaB das nun immer der Fall sein wird und daB man 
stets die yon uns gefundenen Zahlen finden wird, liegt uns 
fern zu behaupten — Abweichungen innerhalb der physio- 
logischen Breite werden immer vorkommen. Der Zweck dieser 
Mitteilung soll nur sein auf diese klar erkannte Fehlerquelle 
bei der Purinbasenbestimmung aufmerksam zu machen. Der 
durch das Ammoniak bedingte Fehler li8t sich natiirlich 
leicht vermeiden und wir schlagen zu dem Ende vor, das 
Filtrat vom zweiten Kupferniederschlag nach der Zersetzung 
mit Schwefelwasserstoff so lange mit iiberschiissigem Magnesium- 
oxyd zu kochen, bis das Ammoniak vertrieben ist. Dann erst 
wird in der ammoniakfreien Fliissigkeit der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. 





') Diese Zs. Bd. 32, S. 104 (1901), 
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Uber die freien Aminogruppen der Eiweifkérper. 


Bemerkung zu der gleichnamigen Verdéffentlichung 
von 8, Edlbacher in dieser Zeitschrift Bd. 112, S. 80 ff. 


Von 


R. Engeland. 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1921.) 


S. Edlbacher glaubt aus seiner Beobachtung, daB der weitaus 
gréBte Teil der N-Methylgruppen im hydrolysierten Methylcasein in der 
sogen. Lysinfraktion auftreten, schlieBen zu diirfen, daB es sich um freie 
Aminogruppen handelt, die hier in Betainen sich wiederfinden. ,,[mmer- 
hin gestattet die Tatsache, dah fast alles Methylierte in Form starker 
Basen wiedergefunden wurde, den Schlu8, dab wohl wahrscheinlich eine 
groBe Menge von betainartigen Substanzen sich gebildet haben muB.“ 

Diese Annahme steht im Widerspruch mit seiner Angabe, daB es 
aus dieser Lysinfraktion ,,auf keinerlei Weise gelang, definierte Sub- 
stanzen abzuscheiden“. Denn ich habe seinerzeit gezeigt, daB die Betaine 
sich verhiltnismiBig leicht voneinander trennen und als Chloraurate 
bzw. Chloroplatinate ausgezeichnet definieren lassen.') Da Edlbacher 
seine diesbeziiglichen Untersuchungen als abgeschlossen bezeichnet, darf 
ich wohl annehmen, daB er es nicht versiumt hat, auch die von mir 
empfohlene Methode zur Aufteilung seiner Lysinfraktion anzuwenden. 
Es ist nun aber bekannt, da auch die N-Mono- und Dimethylamino- 
siiuren viel ausgesprochener basische Eigenschaften besitzen als die 
unverinderten Grundsubstanzen, so da8 dieselben (z. B. das Sarkosin) 
durch Phosphorwolframsiure schon bei starker Verdiinnung gefiillt 
werden. Es kann also das gefundene N-Methyl sehr wohl ganz oder 
teilweise aus Monosubstitutionsprodukten stammen. Leider hat Ed}l- 
bacher die naheliegende Kontrolle unterlassen, nach nochmaliger Methy- 
lierung der Lysinfraktion die Methylimidbestimmung in derselben zu 
wiederholen. 





) Chem. Ber. Bd. 42, S. 2962; Bd. 43, S. 262; vgl. auch Zs. Biol. 
Bd. 59, 8. 415; sowie auch Bd. 68, 8S. 470. 
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Die Untersuchung methylierter Eiwei8kérper kann m. E. nur in- 
sofern zu bemerkenswerten Erkenntnissen fiihren, als sie bestrebt ist, die 
methylierten Aminosiuren unter den Spaltungsprodukten zu ermitteln; 
das bezieht sich natiirlich sowohl auf N-Methylderivate als auf Meth- 
oxylderivate. Die Ester diirften ja wohl infolge ihrer Zersetzlichkeit 
sich der Isolation im allgemeinen unzugiinglich erweisen. Eine Aus- 
nahme bilden sicher der Monomethylester der N-Trimethylglutaminsiure 
sowie der gleiche Ester der Oxyaminoglutarsiiure.!) Die Methylgruppe 
dieser Ester wird niimlich selbst bei der normalen Zeiselschen Meth- 
oxylbestimmung nur unvollstiindig abgespalten, so daB, falls sich diese 
Ester bei der Methylierung der unveriinderten EiweiBkérper bilden, bei 
dem hohen Gehalt an Glutaminsiure, den viele dieser Stoffe aufweisen, auch 
das Bild der N-Methylbestimmung sehr getriibt wiirde. Herzig?) weist 
darauf hin, daB die gefundenen Methoxylzahlen im Verhiltnis viel zu 
hoch sind. Er geht allerdings von der irrigen Auffassung aus, daB als 
Quelle fiir die Methoxylbildung neben den freien Carboxylgruppen nur 
noch die Phenolgruppe des Tyrosins von Bedeutung wire. Das ist aber 
sicher nicht der Fall, denn die Menge der iibrigen hydroxylhaltigen 
Aminosduren, wozu vielleicht auch, wie bemerkt, die Glutaminsiure und 
Oxyglutaminsiiure zu ziéhlen wire, ist sicher verhiltnismiBig viel gréBer 
als Herzig annimmt.’) 

Die prinzipiellen Bedenken, die sich gegen die bei der Methy- 
lierung unverinderter EiweiBkérper erhobenen Befunde geltend machen 
lassen, will ich nur kurz streifen. Erstens wissen wir nicht, ob nicht 
schon die Behandlung mit Methylsulfat oder einem anderen Methy- 
lierungsmittel, namentlich bei Gegenwart von freiem Alkali weitgehende 
Veranderungen in der Struktur eines Eiweibkérpers bedingt. Dieser 
Gedanke liegt um so niher als durchaus nicht alle einfachen Amino- 
siiuren (z. B. schon das Alanin nach eigenen noch nicht verdéffentlichten 
Untersuchungen) in der allgemein angenommenen eindeutigen Weise bei 
der Methylierung reagieren. Zweitens: Es ist durchaus nicht sicher, ja 
m. E. sogar unwahrscheinlich, ob die noch am Gesamtmolekiil fest- 
gehefteten Aminosiiuren sich genau so verhalten, wie die freien Sub- 
stanzen. Und nur unter Vergleich mit den durch andere einschligige 
Untersuchungsmethoden (etwa durch die Desamidierung) gewonnenen 
Resultaten wire es erlaubt, bindende Schliisse zu ziehen. Denn man 
wiirde sich z. B. kaum entschlieBen, etwa die Aminogruppe einer Amino- 
siure als frei anzusprechen, wenn dieselbe zwar bei der Methylierung 
betainisiert wiirde, bei der Desamidierung aber vdéllig intakt bliebe. 





1) Nach eigenen noch nicht veréffentlichten Versuchen. 
*) Diese Zs. Bd. 111, 8. 226. 
8) Vgl. dazu Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, S. 499ff. 
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